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(57) Abstract: The invention relates to methods of utilization accos? 
trophoresis (PFE) of DNA molecules in the systems Contou; Clamp 
ternating Field Electrophoresis (TAFE). Tne chambers rapid !v sepur. 
the opposite polarity electrodes range from 6.2 and 15 cm. .aid dis: 
The molecules are reproducibly separated since :he accessories ensur 
The chambers can receive high -format samples thereby efficiently u 
electrophoresis zones. For further optimization, the TAFE chambers 
a minigel. One or several UEZs can be activated at will in electro on 
in-between experiments. Chambers with an " inverted TAF'E ^onrinu: 



;».r:c:; l. id chamber;, suitable fcr conducting pulsed field elec- 
Homogeneous Electric Field (CHEF) and Transversal Al- 
ue the DNA molecules into mimgels. The distance between 
ince determining the :.:zes of the chambers and accessories. 
t honiL geneous electrical resistance in the buffer and minigel. 
iing reactants. This is achieved by excluding the non-useful 
■lave icvera] useful electrophoresis zones (UEZ), each having 
sresis :o change the amount of minigels. samples and buffers 
atior." having cathodes on their bottom part are shown. 
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(57) Resumen: Se brindan metodos de empleo. accesorios v e itnara:. 
a moleculas de ADN en los sistemas "Contour damped Houu ^cnev.-u 
trophoresis" (TAFE). Las camaras separan rapidarnente a rmm-.culas 
polaridades opuestas estan comprendidas entre C2 y 15 cm v .ieteim 
las son separadas reproduciblemente porque los accesorios garauLi/.,i 
camaras admiten alto formato de muestras usando eiicicntcmcmc ;.jm 
troforesis. Par mayor optimizacion, las camaras TAFE poseen 'arias 
Una o van as ZUE pueden ser activadas a voluntad en la electro fores is para variax entre los expenmentos la cantidad de minigeles, 
muestras y tampon. Se presentan camaras en "contiguracion IAri: inveriida" Jon los eatodos en su parte inferior. 



>ara rcalizar dectroforesis de campos pul sanies i.'ECP) 
Field ' iCHliFh y "Transversal Alternating Field Elec- 
cn miniyc.es. Las ciistancias entre los electrodos de 
:nuon.iiuns de las camaras y accesorios. Las moleeu- 
;cia electnoa homgenea en el tampon y minigel. Las 
hsio se iogra cxeluynedo las zonas no utiles de elec- 
uias utiles de electro fores is (ZUE) con un minigel cada una. 
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RESIS DE CAMPOS PULSaMtEJ 



CAMARAS DE ELECTROPHORESIS DE CAMPOS PULSANTES, ACCESORIOS Y 
METODO DE EMPLEO PARA LA SEPARACION DE MOLECULAS DE ADN. 

DESCRIPCION 

5 

TITULO DE LA INVENCION: CAMARA DE ELECTROFORESIS DE CAMPOS 
PULSANTES, ACCESORIOS Y METODO DE EMPLEO PARA LA SEPARACION DE 
MOLECULAS DE ADN. 

1 0 INDICE DE LA CLASIFICACION INTERN ACIONAL DE PATENTES: G01 N 27/26. 



La presente invencion se relaciona con la rama cie la Biologia Molecular y en particular se 
refiere a camaras de electroforesis de campos pulsantes de los sistemas 'Contour 
Clamped Homogeneous Electric Field 1 y Transversal Alternating Field Electrophoresis' 
15 (TAFE) y sus accesorios asf como a sus metodos de empleo para la separacion de 
moleculas de ADN y un metodo para la seleccion de las condiciones de electroforesis 
empleando dichas camaras. 

NIVEL CONOC1DO DE LA TECNICA. CARACTERISTICAS DE LAS SOLUCIONES 
20 ANALOGAS. 



La electroforesis de campos puisantes (ECF) data de 1964, cuando Schwartz D.C. y 
Cantor C. (Cell, 37, 67-75, 1984; Patente J. 3. No. 4,473,452) observaron que las 
grandes moleculas intactas de ADN se rescivian en ios geles de agarosa en patrones de 

25 bandas mediante la aplicacion de pulsos electricos que alternaban periodicamente su 
direccion de aplicacion, la que formaba un cierto angulo en relacion con el gel. Los 
autores tambien determinaron que la separacion de las moleculas dependia 
esencialmente de la duracion de ios pulsos electricos. Con posterioridad, se determino 
que la geometria de las lineas de fuerza de ios campos electricos alternantes, la 

30 intensidad de los mismos, la temperatura experimental, la fuerza ionica de la solucion 
tampon y la concentracion del gel de agarosa eran factores importantes que influfan en la 
resolucion que podia ser alcanzada entre las moleculas de ADN (Birren B. y Lai E. 
Academic Press. New York, 1993, pp 107, 111, 129, 131, 135; Lopez-Canovas L. y 
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&^We>QR ROfi 123-139: LoDez-CanWSs 



cols., J. of Chromatogr. A™998, 806, 123-139: Lopez-CanWSs L. y cols., J. of 
Chromatogr. A, 1998, 806, 187-197). 

La electroforesis de campos pulsantes brinda la separacion de las moleculas de ADN en 
forma de patrones de bandas. Es decir cada patron se forma despues de la electroforesis 
5 en las carrileras de los geles de separacion. A su vez, en cada pocillo del gel se depositan 
bloques de agarosa que contienen las moleculas inmovilizadas de ADN, las que durante 
la electroforesis migran a lo largo de dichas carrileras y forman los patrones de bandas. 
Por tanto, este tipo de electroforesis tiene asociado un metodo para preparar moleculas 
de ADN intactas e inmovilizadas en bloques de gel. Esas moleculas pueden ser, o no, 
10 digeridas con endonucleasas de restriccion antes de sufrir el proceso de electroforesis. 
Se nan desarrollado varios sistemas para reaiizar la ECP, los que se caracterizan por 
poseer camaras en las cuales se colocan los eiectrodos en ordenamientos diferentes. 
Entre esas camaras se encuentran las camaras con ordenamiento de eiectrodos OFAGE 
(del Ingles, 'Orthogonal Field Alternating Gel Electrophoresis, Carle C.F. y Olson 
15 M.V. Nucleic Acids Res. 1984, 12, 5647-5664), CHEF ('Contour Clamped 
Homogeneous Electric Field', Chu G. Science 234, 1986, 1582-1585), TAFE 
(Transversal Alternating Field Electrophoresis', Patente US. No. 4, 740, 283), FIGE 
('Field Inversion Gel Electrophoresis', Patente US. No. 4, 737, 251 de Carle G.F. y 
Olson M.V) y las mini-camaras MiniTAFE y MiniCHEF (Riveron, A.M. y cols., Anal. Lett, 
20 1995, 28, 1973-1991; European Patent Application EP 0 745 844). 

Todos estos sistemas se caracterizan por poseer circuitos electronicos para alternar los 
campos electricos y por poseer accesorics para preparar e! gel. Tambien existen 
accesorios para preparar las muestras. Ellos se diferencian entre si por la complejidad de 
la electronica para energizar los eiectrodos y cambiar la orientacion del campo electrico. 
25 Tambien se diferencian por su capacidad, o incapacidad, de brindar trayectorias rectas de 
migracion en los patrones de bandas. La posibilidad de obtener trayectorias rectas de 
migracion es esencial cuando se desean eomparar los patrones que brindan numerosas 
muestras, mientras que la sencillez en la electronica facilita y abarata la produccion de los 
sistemas. De los sistemas mencionados, existen tres que brindan trayectorias rectas de 
30 migracion de las moleculas: 

1.- El sistema CHEF, que emplea un arreglo hexagonal de eiectrodos donde se fijan los 
potenciales electricos en un contorno cerrado alrededor de un gel submarino colocado 
horizontalmente; 
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«► # 
al se realiza la electroforesis en geles submarinos que se 

coiocan verticaies en la camara y emplea campos alternantes transversales en relacion 

con ei gei; y 

3.-EI sistema FIGE, en el cual se reaiiza ,a eiectroforesis en geies submarinos 
horizontales que se coiocan en camaras convencionales de electroforesis, las que poseen 
dos electrodos donde se revierte periodicamente la orientacion del campo electrico. 



Estos sistemas tienen en comun que en sus camaras se coloca un gel que es atravesado 
simetricamente por las lineas de fuerza de ios campos electricos que se generan en los 

10 electrodos que tienen polaridad opuesta en el ordenamiento de electrodos. En ese gel se 
depositan las muestras que contienen las moleculas intactas de ADN que son separadas. 
En todas esas camaras tambien existen zonas por donde pasan lineas de fuerza del 
campo electrico que no atraviesan el gel y per tanto no actuan sobre las moleculas. La 
zona de la camara que contiene el gel y por la cual pasan las lineas de fuerza del campo 

15 electrico que actuan directamente sobre las moleculas se denominara aqui zona util de 
electroforesis (ZUE), mientras que las zonas de la camara por donde pasan lineas de 
fuerza del campo electrico que no actuan sobre las moleculas la denominaremos zonas 
no utiles de electroforesis (ZNU). Todas las camaras existentes para realizar ECP poseen 
una region ZUE y regiones ZNU. 

20 La camara y la electronica del sistema FIGE son sencillas y existen camaras que permiten 
analizar simultaneamente numerosas muestras (hasta 96 muestras, empleando dos 
peines de 48 dientes en la Cubeta OnePhorAII Submarine Gel System de la Jordan 
Scientific, Catalogo BDH, 1997, Seccion E pp 4-371), pero en las camaras FIGE se 
observan fenomenos de inversion de la movilidad de las moleculas (Carle G.F., Frank M. 

25 y Olson M.V. Science, vol. 232, pp 65-68, 1986). Debido a la ausencia de teoria que 
prediga cuales moleculas de ADN invertiran su movilidad bajo determinadas condiciones 
experimentales en el FIGE, dicha inversion limita la utiiizacion de dichas camaras para 
analizar ei tamano de las moleculas de ADN que son separadas y comparar sus patrones 
de bandas. Por ejemplo, ese fenomeno pueae orovocar que dos moleculas de ADN de 

30 tamanos diferentes migren la misma distancia en el gel, lo que impide identificarlas, salvo 
que se recurra a procedimientos de hibridacion con sondas. Hasta el momento, las dos 
unicas formas de estimar el tamano de grandes moleculas especificas de ADN separadas 
en experiments de ECP son: 1) comparar la distancia que migra la molecula en estudio 
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3r los marcadores de tallas y 2)^mplear ecuaciones que 
describan las distancias migradas por las moleculas bajo condiciones diferentes de 
electroforesis y posteriormente reempiazar adecuadamente en ellas las distancias 
migradas y las variables experimentales. En el FIGE los marcadores de talla tambien 
5 pueden sufrir fenomenos de inversion de la movilidad y como se menciono no existe 
teona capaz de predecir el momento y las condiciones en que una molecula inverting su 
movilidad. Estas son limitaciones serias para emplear camaras FIGE en estudios 
comparativos de numerosas muestras, como ocurre, por ejemplo, en la epidemiologic 
molecular. Por esa razon, los sistemas mas utilizados en la actualidad para comparar los 
0 patrones de bandas de multiples muestras son el CHEF y el TAFE. 

El sistema TAFE fue propuesto por Gardiner K y cols, en su publicacion en Somatic Cell 
Mol. Genet. 1986, 12, 185-195, lo denominaron inicialmente como "Vertical Pulsed Field 
Electrophoresis" (VPFE) y desarrollaron un aparato que fue protegido por la Patente U.S. 
No. 4, 740, 283 de abril 26 de 1988. Ese sistema de separacion de moleculas de ADN 
5 consiste en colocar verticalmente un gel de 10 x 7,6 x 0,6 cm (longitud x ancho x espesor) 
y disponer todos los electrodos paralelamente con las caras del gel y a todo lo ancho del 
mismo y de la camara. En la camara cada miembro ae un par de electrodos de 
polaridades opuestas se coloca frente a una de ias caras de! gel. El catodo se coloco en 
la parte superior y cercano al origen de migracion y el anode alejado de este, al final del 
0 gel. Esta disposition de electrodos genera lineas isopotenciaies a todo lo ancho del gel y 
un gradiente de potencial o campo electrico, donde las lineas de fuerza de dicho campo 
electrico atraviesan transversalmente al gel. Entonces, a lo largo del gel se obtiene un 
gradiente de intensidad de campo electrico y del angulo que forman las lineas de fuerza 
de los dos pares de electrodos. Por esa razon, las moleculas son forzadas a migrar 
5 durante cada pulso a traves del grosor del gel. La migracion resuitante ocurre en direction 
vertical, hacia abajo. A pesar de la existencia de esos gradientes de intensidad del campo 
electrico, todos los puntos que se ubican.a lo ancho del gel y a una misma altura con 
relation al piano que contiene ambos catodos o ambos anodos estan a un mismo valor de 
potencial electrico (lineas isopotenciaies), por lo que las moleculas de igual tamaho 
D recorren distancias similares durante la electroforesis en todas las carrileras del gel y 
migran siguiendo trayectorias rectas hasta la misma altura en el gel, con independencia 
del pocillo en el cual fueron depositadas las muestras. 
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Basado en esos principiol^a Beckman Instrument, Inc. (ftman, The Geneline 
System Instruction Manual, ed. Spinco Division of Beckman Instruments, 1988) 

construyo el equipo denominacio ' ; Geneiine !". o 'Transverse Alternating Field 
Electrophoresis System" conocido como TAFE. Este sistema emplea un gel de 11 x 7,2 x 
5 0,6 cm (longitud x ancho x espesor), que se coloca entre pares de electrodos opuestos 
que estan separados 20 cm. Con posterioridad. la Beckman Instrument, Inc. desarrollo el 
equipo "Geneline II" en el cual el gel se agrando hasta 14,2 x 15 x 0,3 cm. El equipo 
Geneline II esta descontinuado en la actualidad. 

Para resolver las moleculas de ADN de gran tamano en un patron de bandas se requiere 
10 mucho tiempo en los equipos TAFE, Geneline I y Geneline II. Por ejemplo, el Geneline I 
requiere 24 horas para brindar un patron de 1 1 bandas de los cromosomas de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae (moleculas menores de 1.6 Mb. 1 Mb = 10 6 pares de bases). 
Este mismo equipo puede necesitar hasta 90 horas para separar en 17 bandas las 
moleculas de ADN del genoma amibiano (Orozco E et al., Molec. Biochem. Parasitol. 
15 vol. 59, pp 29-40, 1993). Por otro lado, las camaras TAFE requieren gran cantidad de la 
solucion tampon para cubrir sus electrodos (por ejemplo, 3500 ml en la Geneline II) y 
durante la electroforesis la comente es elevacla y el calor que se genera puede ser 
grande. Si en los equipos TAFE se incrementa la diferencia de potencial aplicada entre los 
electrodos de polaridad opuesta se puede alcanzar el If mite de corriente de la fuente de 
20 poder. Por eso, los fabricates recomiendan que el valor maximo de campo electrico 
aplicable sea de 10 V/cm (para fuentes cuyo I unite de corriente es 0.4 Amperes). Esto 
impide que se reduzca la duracion de las electroforesis mediante incrementos en la 
intensidad del campo electrico. Se ha planteado que el uso de voltajes elevados o altas 
temperaturas ensanchan y hacen difusas las bandas del patron electroforetico, lo que 
25 puede provocar ausencia de resolucion entre las bandas. La ventaja del Geneline II es 
que permite analizar simuitaneamente 40 muestras, lo que facilita el analisis comparative 
de los patrones electroforeticos que brindan numerosas muestras. 

El sistema CHEF fue desarrollado por Gilbert Chu (Science 1986, 234, 16, 1582-1585) 
con el siguiente fundamento: un campo electrico hemogeneo es generado teoricamente 
30 por dos electrodos infinitos colocados paralelamente a cierta distancia. Para simular un 
campo homogeneo con electrodos finitos, otro grupo de electrodos se colocan en el 
mismo piano, a lo largo de un poligonacerrado, ya sea un cuadrado o un hexagono. Se 
hace coincidir el eje X (y=0) del piano con un lado del poligono y se le aplica un potencial 
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a distancia y=A del origen de coBrdenadas, se polariza a 



de 0 Volt. El lado opuesto, 




un potencial Vo. El resto de los electrodos se polarizan segun V(y) = Vo*y/A. De esta 
forma el potencial generado en el interior dei poiigono es iguai ai que sena generado por 
dos electrodos infinites paralelos separados a una distancia A. El angulo de reorientacion 
5 obtenido al permutar electronicamente la polaridad entre dos pares de lados diferentes 
sera de 90° para el poiigono cuadrado y de 60° 6 120° para el hexagonal. Un metodo para 
fijar los potenciales deseados en los electrodos del CHEF es disponer de una serie de 
resistencias alambradas en forma de divisor de voltaje entre los potenciales V(0) = 0 y 
V(A) = Vo. De cada uno de los nodos, formados por la union de dos resistencias, se 

10 obtiene el voltaje para polarizar un electrodo. 

Basado en esos principios la firma BIORAD desarrollo los equipos CHEF-DR II, CHEF-DR 
III y CHEF Mapper (Patente US. 4, 878, 008, Patente US. No. 5, 084, 157 y Patente US. 
5, 549, 796). Este ultimo es el sistema mas avanzado. Para la imposicion de los valores 
de voltaje en el arreglo hexagonal de electrodos eniplea un divisor de voltaje, alambrado a 

15 un sistema transistorizado y amplificadores operacionales. Esa electronica garantiza que 
los valores que se fijan en cada electrodo del arreglo hexagonal de la camara sean 
siempre correctos. 

Las dimensiones de la camara de electroforesis dei CHEF Mapper son 11,4 x 44,2 x 50,3 
cm (alto x ancho x profundidad), pesa 10,2 Kg y utiliza 2,2 litros de solucion tampon. Este 
20 sistema emplea un gel de 14 x 13 cm (ancho y longitud) que se coloca concentrico con el 
arreglo hexagonal de 24 electrodos cuyos lados paralelos estan separados a 30 cm o 
mas. El CHEF Mapper tambien es capaz de emplear un gel mas ancho en el cual pueden 
depositarse hasta 40 muestras. 

Los equipos TAFE y CHEF mencionados son capaces de separar electroforeticamente 
25 moleculas de ADN de taila cromosomica. Sin embargo : una desventaja comun de los 
equipos CHEF y TAFE es que las camaras son innecesariamente grandes y los geles 
innecesariamente largos, pues las dimensiones no han sido optimizadas ; en particular 
cuando se emplean bloques delgados de muestras. Ha sido demostrado que el grosor de 
los bloques de agarosa que contienen ias muestras de ADN influye en la resolucion de las 
30 bandas, en el tiempo de electroforesis y en ultima msiancia, determina el largo del gel que 
se utilice (Lopez-Canovas L. y cols. J Chrcmatogr. A, 1998, 806, 187-197). En ese 
trabajo se demostro que si se desea obtener una resolucion 'x J entre dos moleculas 
cualesquiera, ese valor se logra en menos espacio y menos tiempo si las bandas son 
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delgadas o finas, lo cual^^ logra si los bloques son del JRs tambien. Entre las 
consecuencias de emplear camaras electroforeticas grandes estan las siguientes: 
Cuando se desean aplicar campos electricos eievados se requiere emplear fuentes de 
poder con elevada salida de potencia maxima. Esas camaras poseen mas de 20 cm de 
5 distancia entre los electrodos de poiaridades opuestas, por eso, el campo electrico 
maximo que puede aplicarse en dichos equipos esta alrededor de 10 V/cm. 
Los experimentos son lentos en esas camaras. Dos factores influyen: se emplean campos 
electricos muy bajos (alrededor de 6 V/cm) y muestras gruesas de mas 0,1 cm de grosor. 
Por ejemplo, un experimento normal consume 24 horas para obtener un patron 
0 electroforetico de once bandas cromosomales correspondientes a moleculas de ADN 
menores de 1,6 mega bases (10 s pares de bases) de Saccharomyces cerevisiae y hasta 
90 horas para separar en 17 bandas las moleculas de ADN del genoma de Entamoeba 
histolytica (Orozco E et al, Mol. Biochem. Parasitol. 1993, 59, 29-40). 
Los equipos no son econdmicos, pues utilizan grandes cantidades de reactivos costosos 
5 (tales como el Tris y la agarosa) y de muestra biologica. Esto ultimo puede resultar 
prohibitivo para ciertas aplicaciones (por ejemplo en e; diagncstico clinico). 
Se genera gran cantidad de calor en la camara de electrofcresis cuando se aumenta la 
fuerza motriz de la electroforesis o campo electrico (la misma depende del voltaje aplicado 
en los electrodos y de la intensidad de corriente cue pasa por la solucion tampon). Si se 
0 desea aumentar el campo electrico (en aras de aumentar la velocidad de separacion) 
tiene que hacerse a expensas de aumentar la diferencia de potencial en los electrodos y 
por ende la intensidad de corriente. Por efecto Joule se aumentana la generacion de calor 
en la camara de electroforesis. Un aumento excesivo de la cantidad de calor ensancha y 
hace mas difusas las bandas y provoca disicrsion del patron electroforetico llegando 
5 incluso al atrapamiento de las moleculas de ADN en los poros del gel y a una ausencia 
completa de migracion. 

No obstante, el gran volumen de solucion tampon que emplean, estas camaras tienen la 
ventaja que permite amortiguar cualquier turbulencia que se forme en la solucion al ser re- 
circulada. De igual forma el gel queda tan separado de los electrodos que cualquier 
cambio local de conductividad en las cercam'as de los electrodos, producto de la 
electrolisis se diluye y casi es imperceptible por el gran volumen de solucion. 
En 1995 se dieron a conocer los equipos MiniCHEF y MiniTAFE (Riveron A.M. y cols., 
Anal. Lett, 1995, 28, 1973-1991; European Patent Application EP 0 745 844) donde se 



WO 01/94932 PCT/CL01/00003 

realiza electroforesis de campos pulsantes a 8 muestras depositadas en un gel. Estos 
equipos superaron las deficiencias de los sistemas anteriormente mencionados. Tanto el 
MiniCHEF como el MiniTAFE emplean muestras delgadas de menos de 0,1 cm de grosor 
y permiten aplicar campos electricos mas intensos brindando en los geles una resoiucion 
5 adecuada entre las bandas del patron electroforetico. Asi, ellos permitieron resolver entre 
4 y 5 horas los cromosomas de la ievadura Saccharomyces cerevisiae. 
La separacion entre sus electrodos opuestos es menor, lo que permite construir camaras 
mas pequenas y emplear menos volumen de tampon para cubrir los electrodos y el gel 
(Riveron A.M. y cols., Anal. Lett, 1995, 28, 1973-1991; European Patent Application 

10 EP 0 745 844, Bull. 1996/49). Por eso, en los MiniCHEF y MiniTAFE se genera poco 
calor, aun con campos electricos elevados. Las muestras depositadas en los geles de 
estos equipos emplean ademas poco material biologico (Riveron A.M. y cols., Anal. Lett, 
1995, 28, 1973-1991). Ellos ademas ocupan poco espacio de laboratorio. 
Los autores de estos equipos demostraron que la ECP puede realizarse en geles que no 

15 tienen que ser extremadamente largos. Por ejemplo, de 4 cm de longitud. Mediante el 
empleo de mini-equipos, Lopez-Canovas L. y cols {Lopez-Canovas L. y cols., J 
Chromatogr A, 1998, 806, 187-197) demostraron que bloques de mas de 0,1 cm de 
grosor provocan la aparicion de bandas gruesas que necesitan mas tiempo y mas longitud 
del gel para separarse. Sin embargo, el empleo de muestras gruesas no mejora en 

20 calidad el patron electroforetico, ni revela mayor cantidad de bandas. 

Los mini-equipos propuestos por Riveron A.M. y cois. para realizar electroforesis de 
campos pulsantes poseen camaras cuyos tamanos se calculan sobre la base de la 
existencia de otros equipos de dimensiones mayores (Riveron A.M. y cols, Anal. Lett, 
1995, 28, 1973-1991; European Patent Appiicaticn EP 0 745 844). Por tanto, pueden 

25 heredar defectos de los equipos a partir de los cuaies ellos son disenados. De hecho, los 
mini-equipos heredaron de las camaras grandes un sistema abierto para preparar el gel y 
la ausencia de un sistema limitador de turbulencias. 

En la solicitud de patente y los articuios relacionados no se mencionan los efectos que 
produce la reduccion de los volumenes del tampon ni del gel sobre el patron 
30 electroforetico, es decir, si esos volumenes de tampon son suficientes para amortiguar las 
turbulencias del tampon durante la recirculacion. ni si las irregularidades en el gel y las 
diferencias en las dimensiones de los bloques influyen en la calidad del patron de bandas 
que se obtienen. 
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lflWrados aumentan con la miniaturraci 



Los efectos daninos men^Pados aumentan con ia miniatunSfcion, pues esta tiene 
asociado un efecto de magnificacion de los errores de manufacture. Por ejemplo, si se 
formara un menisco de 0,1 cm de altura de un ge! de 1 cm de espesor el error en la altura 
del gel sena de 10%, mientras que ese mismo error en un gel de 0..4 cm de espesor 
5 representa el 25%. Por tanto, la magnificacion de los errores al miniaturizar el sistema 
puede convertirse en un factor cntico para obtener patrones de bandas reproducibles. 
La magnitud critica de los equipos de electroforesis de campos pulsantes es la distancia 
entre electrodos, pues ella determina los valores de campo electrico que pueden 
emplearse, o sea la fuerza motriz de las moleculas, las dimensiones de las camaras, los 
10 sistemas que deben emplearse para homogeneizar las variables de la electroforesis, el 
ancho del gel de separacion, el grosor de los bloques donde se incluiran las muestras y el 
ancho de cada muestra. 

Si la separacion entre ios electrodos de polaridades opuestas no es optima, por ejemplo, 
si es demasiado grande, asimismo seran poco optimas las dimensiones del gel, de la 

15 camara y la cantidad de muestras que pueda depositarse en esos geles. Si ios bloques no 
son del grosor y tamano apropiados, se puede aesperdiciar gel y consumir mucho tiempo 
de electroforesis. Por otra parte, la forma y la distribucion de las dimensiones de las 
camaras asi como la existencia de una region ZUE unica determina que el consumo de 
reactivos en estas camaras no sea optimo. Por tanto, el objetivo deseable es disponer de 

20 camaras que posean dimensiones optimas. que permitan aplicar campos electricos 
elevados, que sus dimensiones intemas varien ae acuerdo con la cantidad de muestras 
que analizen y que la duracion de las electroforesis sea menor sin perder resolucion ni la 
alta capacidad de analisis de muestras. 
De los razonamientos anteriores puede concluirse que: 

25 Las cubetas grandes de los sistemas actuales de ECP no son optimas, por cuanto las 
distancias entre electrodos de polaridades opuesta son innecesariamente grandes y 
emplean la misma cantidad de reactivos, independientemente de la cantidad de muestras 
que seran estudiadas. 

No se han optimizado las camaras. Las relaciones entre las dimensiones de las camaras 
30 (alto, ancho y profundidad) no se distribuyeron para garantizar que la corriente en la 
camara no sobrepase facitmente Ios limites de salida de las fuentes de poder de ECP y 
ademas las moieculas se separen rapidamente a campos electricos elevados. 
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el numero de zonas ZUE deben reaiizarse modificaciones 
constructivas importantes en las camaras existentes, las que pueden afectar el buen 
funcionamiento de los sistemas. Esto influye en la optimizacion del uso de reactivos 
Como se menciono, las camaras TAFE (Geneline 1, Geneline II) y MiniTAFE poseen una 
5 plataforma de electrodes en ia que se coioca un gel (o dos geles en el Geneline II) cuya 
anchura es igual al ancho de la camara y su altura depende de la separacion entre los 
electrodos de polaridad opuesta (es decir, poseen una region ZUE). En el (los) gel(es), 
pueden depositarse tantas muestras como permita su ancho, el ancho de dichas muestras 
. y la separacion entre ellas. Los equipos con una region ZUE emplean un volumen 

10 constante de la solucion tampon para cubrir sus electrodos. 

Si la cantidad de muestras que se deseara analizar simultaneamente sobrepasara la 
capacidad maxima de analisis de las ZUE de cualquiera de las camaras mencionadas 
(por ejemplo, mas de 8 en el MiniTAFE, mas de 20 en Geneline I y mas de 40 muestras 
para el Geneline II) seria necesario hacer varias aiectroforesis, por lo que los patrones de 

15 bandas no serian totalmente comparables. Por ejemplo, si se desea caracterizar el 
genoma de 100 aislados de un microorganismo determinado, ya sea que provengan de un 
cepario de la industria biotecnologica, de aislados de microorganismos infectando a 
personas, animales, o vegetales; entonces, esas tres camaras presentan insuficiencias en 
su capacidad de analizar simultaneamente mas de 8, 20 6 40 muestras, respectivamente, 

20 o son insuficientes las posibilidades que brindan para ampiiar su capacidad de analisis. 
Por eso, cuando es necesario realizar coelectroforesis de numerosas muestras para 
comparar los patrones de bandas que brindan ias moieculas de ADN de dichas muestras, 
la capacidad maxima de analisis del TAFE (Geneline I, Geneline II) y MiniTAFE puede ser 
sobrepasada. 

25 Una solucion conocida, que aumentaria dos vecss ia capacidad de analisis de muestras 
de las camaras mencionadas, es la implementada en ia cubeta FIGE OnePhorAIL Esta 
consistina en colocar dos peines en el gel de la ZUE. Uno de ellos al inicio del gel y ei otro 
a mediados del mismo. Sin embargo, en el sistema TAFE, las muestras colocadas en los 
pocitlos que formarian ambos peines no estarian sometidas al mismo campo electrico ni 

30 angulo de reorientacion, por lo que, las moieculas de tallas similares migrarian distancias 
diferentes en el gel y los patrones de bandas no serian comparables. 
Otra solucion posible seria construir camaras mas anchas con el gel y zonas ZUE mas 
anchas. Esa solucion fue implementada en el Geneline II y supuestamente deberia 
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tras (mas de 40). Por eso, el Geronne II fue disenado con 



permitir analizar multiples 




una cubeta poco profunda y ancha, pero alta y fue necesario colocar dielectricos entre los 
eiectrodos y el gel para se obtuviera el gradiente de angulo del sistema TAFE. Esos 
dielectricos enlentecieron considerablemente las corridas. Ademas, la corriente electrica 
5 en la camara depende directamente del area de seccion transversal que ella ofrece al flujo 
de iones ; por eso, en esas cubetas muy altas y anchas circula una corriente elevada, que 
supera las del Geneline I y VPFE inicial, por lo que aplicando voltajes bajos se alcanza 
antes el limite de corriente (Imax), o de potencia (Pmax) de la fuente de poder. Por 
ejemplo, Macrodrive I, LKB: !max= 0.4 A, Vmax= 500 volts, Pmax=200 Watt; PowerPack 

10 3000 de la Biorad, Cat. 1998-1999: Imax = 0.4 A, Vmax = 3000 volts, Pmax = 400 Watt; 
Consort E802, cat. BDH 1997: Imax = 2 A, Vmax = 300 volts, Pmax = 300 Watt (Vmax, 
Imax y Pmax: limites de voltaje, corriente y potencia. respectivamente). Entonces, en ese 
tipo de camaras no es posible incrementar la intensidad del campo electrico para reducir 
ei tiempo de electroforesis. Los campos electricos poco intensos alargan 

15 innecesariamente la duracion de los experiments de ECP, lo que reduce el espectro de 
aplicaciones de esas camaras en ramas de la ciencia y la tecnica que requieren la 
consecucion rapida de resultados. Ademas, ellas emplean mucho mas volumen de 
reactivos que las existentes. De hecho, ia Beckman Instruments ha descontinuado el 
sistema Geneline II. 

20 Pudieran disenarse camaras MiniTAFE mas anchas (maximo campo electrico aplicable de 
25 V/cm para alrededor de 6 cm de ancho), pues ellas no son profundas ni altas (maxima 
separacion entre los eiectrodos de poiaridad opuesta de 15 cm). Por eso, su area de 
seccion transversal puede aumentar hasta que brinde un valor de corriente electrica (I) 
que al apiicar un valor adecuado de E (por eiempio 3-10 V/cm) aun no exceda los valores 

25 maximos de salida de las fuentes de poder existentes. Esas camaras empleanan ademas 
menos volumen de la solucion tampon que las camaras TAFE, Geneline I y Geneline II 
actuales. En ellas, se obtendrian en tiempo relativamente breve los patrones de bandas. 
No obstante, una region ZUE muy ancha empleana un minigel muy ancho, el que 
presentaria dificultades para ser fundido y manipulado. Por otro lado, pudieran emplearse 

30 varios minigeles, pero segun la formula I , esa camara no seria eficiente cuando se fueran 
a analizar pocas muestras. 

Por otro lado, cuando es necesario analizar pocas muestras, por ejemplo 8, se 
desperdicia mucha capacidad de analisis en los geles de los equipos TAFE, Geneline I y 
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DsWn una region ZUE unica V soponar 



Geneline II, pues ellas po^ren una region ZUE unica y soponan 20 6 40 muestras ; 
respectivamente. Los reactivos empleados en !os experiments de ECP son caros. Los 
equipos aprovecharian eficientemente sus capacidades de separacion de moieculas de 
ADN si el volumen de reactivos que cada vez emplearan las camaras dependiera de ia 
5 cantidad de muestras que se fuese a analizar en ese experimented Eso es imposible en 
las camaras de un solo ZUE pues emplean un volumen constante de reactivos. Puede 
definirse el volumen de reactivos en exceso (ER %) que emplean las cubetas de un ZUE 
como 

10 ER(%).= 100.0. (Nt-N)/Nt (!) 
donde: 

Nt: Cantidad maxima de muestras que pueden aplicarse en un minigel. 
N: Cantidad de muestras realmente aplicadas en un experimento 
15 (Nt - N): Cantidad de muestras que no se aplicaron en el gel 

La Tabla 1 muestra los valores de ER en los sistemas Geneline II y MiniTAFE. A medida 
que se emplean menos muestras ER crece en ambas camaras, lo que pone en evidencia 
que ellas emplean reactivos en exceso cuando se aplican pocas muestras. Aunque el 

20 MiniTAFE (datos en la columna 2, Tabla 1) emplea menos volumen de reactivos que el 
TAFE, ese volumen tampoco varia con la cantidad de muestras analizadas. Por tanto, el 
volumen de reactivos que emplean las camaras TAFE Geneline I, Geneline II y MiniTAFE 
es constante e independiente de la cantidad de muestras que se va a analizar lo que 
impide emplearlos optimamente. 

25 Ademas, la solucion tampon se agota durante ;a eiectroforesis. Por eso, para disenar 
optimamente la forma y dimensiones de las camaras es necesario conocer el tiempo que 
demora dicha solucion en agotarse. 

Por otro lado, las camaras que separan moieculas de ADN empleando el sistema TAFE 
usan un gel que se coloca verticalmente y sus catodos se ubican en su parte superior. Por 
30 eso, la direccion resultante de la migracion es paraiela a la del vector de la fuerza de 
gravedad. Para evitar accidentes con los electrodos al colocar el gel, el Geneline I posee 
dos plataformas desmontables de electrodos y el gel se coloca en la camara antes de 
ubicar dichas plataformas. 
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N 

(Nro.Muestras 
Aplicadas) 


TAFE GL-ll 
Be = 3500 


MiniTAFE 
Be = 325 


ER (%) 


ER (%) 


1 


97,5 


87,5 | 


2 


95,0 


! 75,0 ! 


3 


92,5 | 62,5 ! 


4 


90,0 


50,0 


r 5 


87,5 ! 37,5 j 


6 


85.5 ! 25,0 

i 


7 


82,5 I 12,5 

I 


8 


80,0 


0,0 i 

i 


9 


77,5 


I 


10 


75,0 


! 


11 


72,5 


— — ^ 1 

t 


12 


70,0 


! 


13 


67,5 


i 


14 


65,0 


. _j 


27 


32,5 




40 


0,0 j 





-: Significa que el gei no tiene esos pociilos. 
5 ER: Es el porciento de exceso de reactivos que se ernplea 

GL-ll: Geneline II. 

Be: Volumen total en ml de solucion tampon en la cubeta. 

Para implementar esa solucion es necesario ubicar correctamente los electrodos en las 
10 plataformas y posicionar correctamente el gei con respecto a las plataformas. Sin 
embargo, este 'doble posicionamiento', de los electrodos en las plataformas y de estas 
con relacion al gel, puede variar la disposicion relativa entre el gel y los electrodos. Asi, 
este aspecto debe ser mejorado en las camaras. 
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Como se menciono, en las 



aras existentes hay zonas por 



ide pasan las lineas de 



fuerza del campo electrico que no actuan directamente sobre las moleculas depositadas 
en el gel (ZNU). Esas regiones no juegan un papel esencial en la separacion de las 
moleculas de ADN. 

5 Los mini-equipos reportados anteriormente tampoco son optimos, pues no contemplan los 
aspectos necesarios para amortiguar oscilaciones en la solucion tampon ni preparar geles 
sin irregularidades, ni bloques delgados de tamanos simiiares en todas sus dimensiones. 
Hasta el presente, se le ha prestado atencion especial a lograr que los valores de voltaje 
con que se energizan los electrodes de las cubetas se mantengan sin variaciones durante 

10 el proceso de electroforesis. Esto es particularmente notorio en las cubetas de tipo CHEF, 
donde se requiere imponer valores dados de voltajes en cada electrodo del arreglo 
hexagonal. Sin embargo, no solo las variaciones en los valores de voltaje afectan la 
calidad de los patrones de bandas y la reproducibilidad de los experimentos. La 
reproducibiiidad de los patrones de bandas tambien se afecta por los factores que 

15 modifican la homogeneidad de los valores de corriente eiectrica en la camara y los 
factores que pueden distorsionar la forma de las lineas de fuerza del campo electrico. 
Esos otros factores no han sido considerados en su totalidad en los sistemas de ECP. Por 
eso, los sistemas actuales pueden provocar distorsion del patron de bandas. Esos 
probiemas son especialmente criticos en mini-equipos que emplean geles. Ellos son: 

20 Las camaras no poseen aditamentos simples para evitar turbulencias en la solucion 
tampon durante la recirculacion del mismo entre la camara y un intercambiador externo de 
calor. 

Los accesorios de preparar el gel de separacion no contemplan aditamentos que impidan 
imperfecciones e irregularidades en el gel donde se realiza la electroforesis. 
25 Los accesorios para preparar las muestras incluidas en bloques de agarosa no 
contemplan que los bloques y pocillos deben tener dimensiones similares. Ademas, no 
existen aditamentos para lograr buen alineamiento de las muestras en el origen de 
migracion. 

No existen aditamentos en las camaras mediante los cuales se garantice que se 
30 mantenga el grado de tension de los electrodos. 

Los aspectos mencionados afectan la obtencion de patrones de bandas rectos y la 
reproducibilidad del patron en las diferentes carnleras de un gel. En mayor grado afectan 
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la reproducibilidad de los nes de bandas en diferentes co^fas electroforeticas con 
un mismo equipo u otro equipo. 

Por otra parte, las camaras de electroforesis de campos puisantes se llenan con una 
solucion tampon y esta se re-circula entre ella y un mtercambiador externo de calor. Esta 
5 solucion es el medio a traves del cual se estabiece e! campo electrico o fuerza motriz a 
partir de los potenciales que se aplican en los electrodes. Los procesos fisico-qufmicos 
que ocurren en la solucion durante la electroforesis: electrolisis, calentamiento por efecto 
Joule y variaciones de la concentracion del tampon provocan falta de homogeneidad a 
traves del volumen de la solucion. La temperatura, concentracion y otras variables afectan 
0 la viscosidad de la solucion y el campo electrico que en ella se estabiece, afectando asi la 
movilidad de las moleculas de ADN de forma diferente a traves de toda la camara cuando 
alguno de ellos van'a incontroladamente. La electrolisis tambien afecta la conductividad 
del tampon. La solucion que se encuentra en la camara se intercambia constantemente 
con otro volumen termostatado a una temperatura fija. Esto se realiza con ayuda de una 
5 bomba peristaltica. De esa manera, se inienta que las caracteristicas de la solucion 
tampon se mantengan homogeneas y constantes durante toda la electroforesis. 
El flujo con que se intercambia la solucion debe garantizar el recambio total de todo el 
volumen contenido en la camara en pocos minutos. Sin embargo, al inyectar la solucion a 
cierta velocidad en la camara, se producen turbulencias que provocan falta de 
0 homogeneidad local en el campo electrico aplicado, lo que afecta tambien la movilidad de 
las moleculas de ADN que se estan separando. 

El patron de bandas resultante es dependiente de cambios en la conductividad de la 
solucion tampon de la camara y de la presencia de turbulencias en dicha solucion. Esas 
turbulencias se acentuan cuando se re-circula el tampon a alto flujo. Las turbulencias, 
remolinos u olas varian localmente la altura de dicha solucion, modificando aleatoriamente 
y regionalmente los valores de resistencia electrica. Las diferencias de la corriente que 
circula entre distintas regiones de la camara modifican la migracion de las moleculas de 
ADN y puede generar patrones de bandas disicrsionados. 

El equipo CHEF MAPPER de la firma BIORAD contempla en cierta medida este problems 
(CHEF Mapper XA Pulsed Field Electrophoresis System. Instruction Manual and 
Application Guide pp 4. Bio-Rad). La camara de electroforesis CHEF posee dos 
camaras pequehas situadas bajo la camara principal una al frente y otra detras. Estas 
pequehas camaras se utilizan para recircular la solucion tampon. La solucion entra a la 
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camara principal a traves 



seis huecos horadados en el 



cerca del borde. Un 



deflector de flujo colocado frente a los huecos evita el movimiento del gel. Este sistema 
sin embargo no es muy eficiente para evitar la formation de turbulencias en la solution, 
en especial cuando se emplea un flujo alto. 
5 Ni el TAFE, ni los mini-equipos poseen ningun sistema que limite las turbulencias que 
pueden crearse en la solution tampon al recircular, lo cual es una desventaja. Es facil 
intuir que la influencia danina de las turbulencias se manifiesta mas en camaras pequenas 
que llevan menos volumen de tampon. Por ejemplo, en la camara del CHEF Mapper, que 
se llena con 2,2 L de solution tampon, esas turbulencias se amortiguan mas facil que en 

10 las minicamaras MiniCHEF y MiniTAFE que utilizan casi 10 veces menos volumen. 

Como se menciono, las camaras grandes de ECP amortiguan en cierta medida las 
oscilaciones en el tampon. Sin embargo, los mini-equipos de ECP son relativamente 
recientes, quizas por eso no se ha brindado atencicn especial al desarrollo de sistemas 
amortiguadores de turbulencias del tampon. 

15 Los geles que utilizan los equipos CHEF y TAFE de dimensiones grandes asi como el de 
los mini-equipos, se preparan en un molde de ias dimensiones del gel, donde se coloca 
un peine y se vierte la agarosa fundida. Despues se espera que la agarosa solidifique con 
el molde destapado. Sin embargo, debido a la tension superficial de la agarosa Ifquida, 
esta sube por las paredes del recipiente donde se prepara el gel y forma meniscos. Esos 

20 meniscos se forman entre los pocillos donde se depositaran las muestras posteriormente 
o en !as paredes del recipiente que se emplea para solidificar el gel. El moide para 
preparar el gel del TAFE posee una tapa, pero no posee aditamentos que eviten la 
formation de meniscos entre los dientes del peine. Los geles del CHEF y de los 
MiniCHEF y MiniTAFE no poseen tapa, por tanto en ellos se forman meniscos en los 

25 lugares anteriormente mencionados. 

El gel es el medio en el cual ocurre la migration de las moleculas de ADN durante la 
electroforesis de campos pulsantes. La presence de meniscos en los bordes laterales del 
gel, o entre los pocillos, modifica en esas regiones la resistencia electrica en ei gei y por 
tanto la corriente electrica. Los cambios regionales de corriente en el gel afectan la 

30 migration de las moleculas de ADN en dichas regiones. Esos cambios son importantes 
cuando se forman meniscos entre los pocillos donde se depositaran las muestras. Los 
pocillos son el origen de migration de las moleculas, por tanto, si esas irregularidades 
introducen cambios en las velocidades de migration de las moleculas, el frente de 
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migracion de las molecufl^se originara distorsicnado. Ent^es esa distorsidn se 
mantendra durante todo el proceso de electroforesis, obteniendose al final un patron 
distorsicnado en esa carrilera del gel. Cuaiquier irregularidad del gel en otra region 
tambien afectara la migracion de las moleculas que atraviesan dicha region. 
5 Desde el punto de vista de reproducibilidad de los pairones de bandas, los accesorios que 
se emplean para preparar el gel y la manera de emplearlos son por lo tanto importantes. 
El diseno de sistemas eficientes para electroforesis de campos pulsantes se ha centrado 
fundamentalmente en brindar camaras con diferentes configuraciones de electrodos y en 
brindar una electronica adecuada para alternar los campos e imponer los voltajes. No se 
1 0 ha brindado atencion especial a las propiedades de los accesorios para solidificar el gel. 
Como se menciono previamente, la electroforesis de campos pulsantes tiene asociada la 
metodologia de preparacion de moleculas intactas e inmovilizadas de ADN en bloques de 
gel. Cuando se desean preparar muestras de ADN inmovilizado es necesario disponer de 
moldes para la formacion de las mismas. Los moldes existentes son los siguientes: 
15 los que forman bloques similares e independientes (Cantor C.R. y Schwartz D.C., 
Patente US. 4, 473, 452); 

los que forman tiras planas y largas que se cortan para formar bloques independientes; 
los que forman barras o varillas largas de agarosa que se cortan para formar bloques 
independientes (Birren B. y Lai E. Pulsed Field Gel Electrophoresis: A practical 

20 guide, Academic Press, New York, 1993, 29-30). 

En esos moldes se generan muestras que por lo general son de dimensiones mayores 
que los pocillos del gel. Por eso, se recomienda que para que los bloques posean las 
dimensiones de los pocillos del gel es necesario cortarlos con un bisturi o cuaiquier otro 
implemento (CHEF Mapper XA Pulsed Field Electrophoresis System. Instruction 

25 Manual and Application Guide pp 40, Section 7. Catalog Numbers 170-3670 to 170- 
3673. Bio-Rad). 

Tanto en las camaras CHEF, TAFE, MiniCHEF y MiniTAFE, las desigualdades 
introducidas por los cortes en los bloques de muestras influyen en la calidad del patron 
electroforetico. Se conoce que el grosor del bloque que contiene la muestra de ADN 
30 influye en la resolucion y el tiempo de electroforesis. Sin amoargo, no se han estudiado 
detenidamente los efectos que provocan en ios patrones electroforeticos las 
desigualdades en las formas y dimensiones de ios bloques que se depositan en los 
pocillos del gel. Tampoco se han estudiado los efectos que provocan la mala alineacion 
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de los bloques en el origlfr de migracion. En consecuencia^Hos investigadores han 
empleado los moldes formadores de bloques mencionados en el parrafo anterior, sin 
embargo, estos moldes no incluyen aditamentos de corte que permitan obtener muestras 
iguales respecto a su forma y dimensiones : las que ademas coincidan con las 
5 dimensiones de los pocillos del gel. 

Si se considera que el patron de bandas que se obtiene en cada carrilera del gel al final 
de la electroforesis depende de que todas las moleculas de una talla dada, salgan juntas y 
aproximadamente al unisono del bloque y del pocillo, es decir, que el frente de migracion 
entre en el gel de separacion formando una banda fina y recta, se comprende la 

10 importancia de los accesorios que se requieren para preparar los bloques y para 
alinearlos en los pocillos. Cuando el frente de migracion se deforma en el origen de 
migracion, el mismo se mantiene deformado durante toda la electroforesis, pues en la 
cubeta no existe ninguna otra fuerza ni aditamento capaz de corregirlo. Los defectos al 
preparar los bloques y los problemas de alineacion de los bloques en los pocillos son 

15 reproducidos exactamente en las bandas separadas en el patron, pudiendo llegar a 
obtenerse bandas que no son rectas y que poseen ondulaciones. 

Por otro lado, en la patente US. 5, 457, 050 de 1995 de GH Mazurek se reporto un molde 
para inmovilizar las celulas y tratarlas en el interior del mismo. Se propuso que ese molde 
pudiera ser desechable o reusable segun el material empleado en su construccion. 
20 Ademas de que ese molde prolonga el tiempo de preparacion de muestras, el tampoco 
tiene asociado un aditamento para cortar los bloques de muestras y asf garantizar que en 
todos los pocillos del gel se depositen muestras similares. 

Por otro lado, los equipos TAFE Geneline I y Geneline II fijan sus cuatro electrodos de 
alambre de platino entre las dos paredes paralelas de acrilico (Beckman, The Geneline 
25 System Instruction Manual, ed. Spinco Division of Beckman Instruments, 1988). Uno 

de los extremes de cada electrodo se extiende hacia la tapa continuamente, mas alia de 
la zona util, hasta salir fuera del alcance de la soiucion tampon y de la camara y se une, a 
traves de un conector, con el generador de voltaies externo. Asf se garantiza la 
continuidad electrica y la polarizacion correcta. Para que no forme parte del electrodo, la 
30 parte del alambre de platino que se prolonga hasta la tapa se cubre con un capilar plastico 
de elevada constante dielectrica, aislandose asi de la soiucion tampon. Como es 
conocido, los electrodos de platino sufren desgaste en la electroforesis de campos 
pulsantes. Por eso, el sistema que se emplea en el TAFE para colocar los electrodos tiene 
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la desventaja que, a 



medic* 



se usa, el electrodo va perdien 



u tension y se dobla u 



ondula por varias zonas, siendo dificil tensarlo nuevamente, pues se requiere desmontar 
el electrodo, io cual no esta a! alcance dei experimentador de manera sencilla. Cuando los 
electrodos se doblan u ondulan, las Imeas isopotenciales en el gel se distorsionan y 
5 provocan distorsion de las lineas de fuerza del campo electrico, provocando que las 
bandas no migren en un frente fino y recto. 

Por otro lado, la forma de fijar los electrodos en los equipos TAFE representa un gasto 
excesivo de platino. Por ejemplo el equipo GeneLine I utiliza aproximadamente un metro 
de alambre de platino mientras que los electrodos activos solo requieren treinta 

10 centimetres. E! equipo Geneline II tiene un disefio similar. 

En el CHEF Mapper, los electrodos (en forma de J) se fijan en soportes de un material de 
elevada constante dielectrica de forma que uno de sus extremos lo atraviese (CHEF 
Mapper XA Pulsed Field Electrophoresis System. Instruction Manual and 
Application Guide pp 4 y 65, Section 7. Catalog Numbers 170-3670 to 170-3673. Bio- 

15 Rad). Los soportes se insertan en el fondo de la camara. De esta forma el alambre de 
platino atraviesa el piso de la camara y puede unirse electricamente al circuito de 
imposicion de voltajes. Para sellar el piso de la camara se usa un sellante de silicona y 
anillos de goma que se comprimen con una tuerca. La forma de fijar los electrodos en los 
equipos CHEF ahorra platino al no tener que sacarlos por fuera de la solucion. Sin 

10 embargo, no garantiza que los electrodos mantengan su grado de tension a medida que 
se usen y por tanto pueden provocar discretas deformaciones de las Kneas de fuerza de 
los campos electricos. 

Al igual que los equipos TAFE, los equipos MiniTAFE y MiniCHEF reportados (Riveron 
A.M. y cols, Anal. Lett, 1995, vol. 28, 1973-1991; European Patent Application EP 0 

15 745 844, Bull. 1996/49) extienden el alambre de platino despues de los electrodos hasta 
sacarlos de la camara por encima del nivel de ia solucion tampon. Asi garantizan la 
comunicacion necesaria entre los electrodos centra de ia camara con los circuitos 
electronicos exteriores que los polarizan; Las partes del alambre de platino que no 
funcionan como electrodos son cubiertos con mangueras de un material de elevada 

10 constante dielectrica para evitar el contacto con la solucion. Las camaras de tipo TAFE 
utilizan electrodos que miden al menos todo el ancho del gel y quedan suspendidos entre 
las paredes laterales de las camaras. Con el uso pierden tension y se ondulan 
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los patrones de bandas. Ademi^ esto signifies un gasto 



parciaimente lo que diston 




adicional de platino que encarece estas camaras. 

Los equipos MiniTAFE separan ios cromosomas de S. cerevisiae a campos electricos 
intensos (22 V/cm), brindando en los minigeles una resolucion adecuada entre las bandas 
del patron electroforetico (Riveron et ah, Analytical Letters, vol. 28, pp 1973-1991, 
1995). Ademas, mediante su empleo pueden resolverse en 5 horas los cromosomas de la 
[evadura S. cerevisiae a 8 volt/cm y 20 °C. Se consideran MiniTAFE los equipos que 
poseen menos de 15 cm de separacion entre los electrodes de polaridad opuesta. Esa 
separacion permite la construccion de camaras pequenas y el empleo de poco volumen 
de la solution tampon para cubrir los electrodos (350 ml). Cuando en los MiniTAFE se 
aplica un voltaje dado, es decir un cierto valor de intensidad de campo electrico 'E\ se 
genera menos calor que el que se generarta en los equipos TAFE donde se aplicara ese 
valor de 'E\ Las muestras depositadas en los minigeles de los miniequipos emplean poco 
material biologico y ellas se incluyen en bloques de agarosa de 0.1 a 0.05 cm de grosor, 
lo cual ademas brinda bandas mas finas y reduce el tiempo que requiere la electroforesis 
para brindar un patron dado de bandas (Lopez-Canovas et al., J Chromatography A, 
806, pp 187-197, 1998). El tamano de los minigeles depende de la separacion entre los 
electrodos de polaridad opuesta. En los minigeles pueden aplicarse tantas muestras como 
sea posible depositar a lo ancho del mismo, por ejemplo para un gel de 4,0 x 4,0 x 0,5 cm 
(ancho x alto xespesor) se pueden aplicar hasta 10 muestras de 2,5 mm de ancho. 
separadas 1 mm. 

A pesar de las ventajas expuestas, ios equipos mencionados poseen insuficiencias que 
limitan sus aplicaciones en el analisis de numerosas muestras. En particular, cuando entre 
un experimento y otro varia considerablemente la cantidad de muestras que se desean 
comparar o estudiar. Parte de esas insuficiencias se relacionan con la forma y la 
distribution de las dimensiones de la camara y con ia existencia de una region ZUE unica. 
Existen metodos para seleccionar las condiciones de corrida en equipos de ECP. Por 
ejemplo, el CHEF Mapper de la Bio-Rad posee una option de autoalgoritmo y otra de 
algoritmo interactivo (CHEF Mapper XA Pulsed Field Electrophoresis System. Instruction 
Manual and Application Guide. 31-40 Catalog Numbers 170-3670 to 170-3673. Bio-Rad). 
Las dos opciones permiten calcular los tiempos de pulso, la duration de las rampas de 
tiempos de pulso, el angulo de reorientacion. el campo electrico y el tiempo optimo de 
corrida para separar las moleculas de ADN de una muestra dada. A diferencia del 
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sumen condiciones fijas para ll^variables, el algoritmo 
interactive) permite variar el tiempo, temperatura, concentracion del tampon y ei tipo y 
concentracion de agarosa. Ambos algoritmos funcionan sobre la base de datos empfricos 
y teoricos colectados durante 5 anos de experiencias (Bio-Rad Catalogue. Life Science 
5 Research Products 1998/99. Bio-Rad Laboratories, 185), pero los propios fabricantes 
recomiendan que al autoalgoritmo se le introduzcan tallas superiores e inferiores a las que 
se desean separar. Tambien que se considere que si el rango de tallas que se introduce, 
como datos en el autoalgoritmo y en el programa interactivo, es grande los algoritmos 
pueden brindar resultados erroneos, tales como la inversion de la movilidad de las 
10 moleculas en el centro del gel. 

Existen otras expresiones empiricas que brindan ia duracibn de los pulsos electricos que 
separan'an un grupo de moleculas cuyas tallas esian comprendidas entre un valor dado y 
otro mayor llamado RSL (Resolution Size Limit) (Smith D.R. Methods I, 1990, 195-203). 
Sin embargo, esa relacion solo es valida en algunas condiciones experimentales y no 
15 predice la resolucion entre dos moleculas cualesquiera. Tambien existe una funcion que 
brinda las condiciones aproximadas de campo electrico y tiempo de pulso que separarian 
un grupo dado de moleculas (Gunderson K. y Chu G. Mol. Cell. Biol., 1991, 11, 3348- 
3354). Debe notarse que solo permite estimar aproximadamente esos dos valores, pero 
no brinda la migracion de las moleculas en cualquier condicion experimental. 
20 A pesar de que existen multiples estudios teoricos acerca de la reorientacion de las 
moleculas de ADN durante la ECP (Noolandi J., Adv. Electrophoresis, 1992, 5, 1-57; 
Maule J., Mol. Biotech., 1998, 9, 107-126), ellos aun no nan brindado un resultado 
practico de utilidad en los laboratories. Es decir, no han generado metodos que permitan 
que el usuario de la ECP seleccione facilmente ias condiciones que debe emplear en la 
25 separacion de las moleculas que desea estudiar. 

Las ecuaciones propuestas por Lopez-Canovas L. y cols. (Lopez-Canovas L. y cols, J. 
Chromatogr. A, 1998, 806, 123-139) para describir la migracion de las moleculas de ADN 
en ECP tampoco han sido extendidas para seleccionar las condiciones experimentales 
que deben aplicarse en un equipo cualquiera cuando se varian el tiempo del pulso, el 
30 campo electrico y la temperatura. 

Hasta el momento, las condiciones experimentales que se aplican en los equipos de ECP 
provienen mas de la experiencia del usuario en el uso de los sistemas de ECP que de 
ecuaciones que describan la migracion del ADN. No existe un metodo infalible que 
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prediga cuales tiempos d^Sulso y duraciones de los experimentos deben emplearse 
cuando varian las variables de corrida. Tal metodo es particularmente importante cuando 
se trabaja con las mini-camaras de los mini-equipos, pues en ellos se pueden emplear 
campos electricos intensos, lo que no es comun en los restantes sistemas de ECP. 

5 

ESENCIA DE LA INVENCION 

La presente invencion se refiere a camaras de eiectroforesis de campos pulsantes de los 
sistemas 'Contour Clamped Homogeneous Electric Field' o Transversal Alternating Field 

0 Electrophoresis' (TAFE), accesorios y metodos para su empleo. 

Las camaras de la invencion son utilizadas para la separacion de grandes moleculas de 
ADN mediante el empleo de eiectroforesis de campos pulsantes (ECP) en mini-equipos y 
minigeles, asi como en camaras que usan multioles minigeles. Las camaras, accesorios y 
metodos aquf propuestos poseen apiicaciones en la tipificacion de ceparios 

5 biotecnologicos de la industria alimenticia, de ceparios de laboratorios de investigaciones 
y de ceparios de laboratorios clfnicos microbioiogicos. Tambien poseen apiicaciones en 
estudios epidemiologicos moleculares de enfermedades infecciosas, asi como en el 
estudio del origen de las contaminaciones en la industria biotecnologica. Pueden ser 
empleadas en la tipificacion de bacterias resistentes a multiples antibioticos, en la 

0 caracterizacion del genoma de especies vegerales : de mamiferos y del hombre y en el 
estudio de enfermedades hereditarias. En esta ultima aplicacion pueden desarrollarse 
nuevos metodos rapidos y reproducibles para su control y diagnostico. 
La presente invencion brinda camaras de eiectroforesis de campos pulsantes de tipo 
CHEF y TAFE de dimensiones optimas que permiten apiicar campos electricos elevados, 

5 realizar coelectroforesis en multiples minigeles a numerosas o pocas muestras y reducir 
las duraciones de las eiectroforesis sin perder resoiucion entre las moleculas ni la alta 
capacidad de analisis de muestras. 

La invencion parte de la existencia de sistemas para energizar los electrodos con los 
valores apropiados de voltaje en las camaras de eiectroforesis de tipo CHEF y TAFE. Un 
sistema como el reportado por Maule (Maule J. y Green O.K. Anal. Biochem. 1990 191, 
390-395) u otro similar es apropiado para ia correcia polarizacion de los electrodos. 
Tambien parte de la base de que se dispone de fuentes de poder, intercambiador externo 
de calor, recirculador para termostatar la solucion tampon en la camara, asi como los 
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reactivos quimicos y biologic necesarios para llevar a cabo eT^ceso de electroforesis 

de grandes moleculas de ADN. 

La invencion aqui propuesta brinda: 

Mini-camaras de electroforesis de campos pulsantes (ECP) cie Ios sistemas CHEF y TAFE 
5 con una zona util de electroforesis (ZUE) unica y en !as que se han eliminado las zonas 
no utiles de electroforesis (ZNU). Las minicamaras permiten recircular la solucion tampon 
a alto flujo sin que se formen turbulencias en la camara y separan las moleculas 
rapidamente en patrones de bandas que son reproducibies en todas las carrileras del 
minigel y entre electroforesis efectuadas en momentos diferentes. 

10 Multimini-camaras TAFE con la misma distancia entre Ios pares de electrodos opuestos 
de una minicamara, dos o mas ZUE que incluyen un minigel cada una y sin zonas no 
utiles de electroforesis. Estas camaras poseen una capacidad elevada de analisis de 
muestras y tambien pueden analizar pocas muestras sin perder su optimizacion ni la 
rapidez de analisis. En ellas se contempla que el gasto de reactivos dependa de la 

15 cantidad ; N' de muestras que se desea analizar en cada experiments que el usuario 
pueda variar la cantidad de regiones ZUE que empieara en cada experiment y que el 
tiempo de electroforesis sea pequeno. 

Un conjunto de accesorios que limitan la formacion de turbulencias en la solucion tampon, 
permiten formar minigeles de caras planas sin que existan irregularidades de ningun tipo 
20 en su superficie y formar bloques de muestras de dimensiones homogeneas y similares a 
las de Ios pocillos del gel donde seran depositados. 

Metodo de empleo de las camaras y accesorios de electroforesis de campos pulsantes 
que incluye ademas un metodo de calcular e! tiempo de electroforesis para diferentes 
valores de campo electrico y temperatura en las camaras. 

25 En conjunto las camaras, accesorios y metodcs que son objetos de esta invencion, 
permiten separar en minigeles, de manera rapida y reproducible, grandes moleculas de 
ADN, empleando agarosa, en un rango.de concentraciones entre 0,5 y 1,5%. Mas 
particularmente, las camaras, accesorios y metodos de esta invencion poseen las 
siguientes caracten'sticas distintivas: 

30 Emplean minigeles rectangulares o cuadrados en los que pueden llegar a depositarse 
hasta 200 muestras. La cantidad de muestras depende del ancho del minigel, valor que a 
su vez depende de la distancia que separa los electrodos de polaridad opuesta en las 
camaras de tipo CHEF y del ancho de las camaras en las de tipo TAFE. La cantidad de 
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solucion tampon que empl 



larnbien depende de la separaci 



ntre los electrodos de 



polaridades opuestas y del ancho de la camara. 

Brindan resuitados reproducibies en virtud ae que tanto !as camaras come los accesorios 
garantizan valores de corriente electrica homogenea en toda ia solucion tampon y buena 
alineacion de las muestras en el origen de migracion. Tambien se garantiza que se 
mantenga el grado de tension de los electrodos. 

Son capaces de separar rapidamente, al menos en 2 r 5 horas, a las moleculas de ADN de 
tamanos hasta 2 mega pares de bases. 

Poseen un metodo para calcular la duracion de la electroforesis cuando se varia el campo 
electrico, la temperatura y la duracion de los pulsos electricos que se aplicaran durante el 
proceso de electroforesis de las moleculas de ADN. 

A- & calcuto de l as dimensiones de los miniae/es. /as areas de !as camaras v las 
cantidades de muestras que oueden deoositarse en los oocillos. 

Para llevar a cabo este calculo nombraremos 'd ; a la separacion entre los pares de 
electrodos de polaridades opuestas. Las dimensiones recomendadas para ancho y largo 
de los minigeles del CHEF (cm) y la base de la camara donde se pone el arreglo 
hexagonal de electrodos y que posee una ZUE unica y de la cual se han eliminado las 
ZNU son: 

ancho del minigel rectangular = d / (2 • cos (30°)) 
= d/ 1,732 

largo = d • {1-1 / [2 • cos 2 (30°)]} 
= d/3 

lado del minigel cuadrado = d • {1-1 / [2 * cos 2 (30°)]} 
= d/3 

area de la base de la camara = [2 + (d / cos(30°))] • [6 + d] 
= [2 + (d / 0,87)] • [6 + d] 



De la camara se eliminaron las regiones ZNU debido a que ellas no juegan un papel 
esencial en la separacion de las moleculas de ADN, determinandose que las paredes 
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laterales de la cubeta deb^^star separadas un centimetro c^fes electrodos y que el 
sistema de limitacion de las turbulencias en el tampon (que se explicara mas adelante) 
deberia ccupar 2 cm en cada lado, en la enirada y ia salida del tampon. Esa 
consideration explica ademas los v'alores constantes de 2 y 6 de las formulas del area de 
la base de la camara. Si acotamos 'd' entre 6,2 cm y 15 cm, entonces: 

los anchos 'a' del minigel rectangular estan comprendidos entre 3,6 y 8,7 cm, 

los largos entre 2,1 y 5 cm, 

las areas entre 7,6 y 43,5 cm 2 



0 los lados del minigel cuadrado estan comprendidos entre 2,1 y 5 cm, 

las areas entre 4,4 y 25 cm 2 , 

las areas de la base de la camara entre 111,3 y 404,1 cm 2 

El nivel del tampon en la camara debe sobrepasar 0,3 cm al minigel, por tanto el volumen 
5 de tampon queda definido por 

volumen del tampon = {[2 + (d / cos(30°))] . [6 + d]} o (0,3 + grosor del minigel) 
si el grosor de los minigeles esta entre 0,35 y 0,5 cm entonces el volumen de tampon 
estara entre 72,3 y 323,3 ml_. 

La cantidad maxima de bloques que puede depositarse en los minigeles queda definida 
segun sus anchos 'a' en cm como: 

Cantidad de bloques a depositar en los minigeles = (a - 0,2) / 0,25 

Estando la cantidad maxima en los minigeles rectangulares de 3,6 y 8,7 cm entre 13 y 34 
bloques, respectivamente. 

El largo (en cm) del minigel del TAFE tanto en ias minicamaras con una ZUE unica o ZUE 
multiples (multiminicamaras) es: 

largo del minigel = d • sen(31°) 
= d • 0,515 

mientras que su ancho 'a' es igual al ancho de la ZUE. Cuando las camaras poseen una 
ZUE unica el ancho de los minigeles se corresponde con el ancho de la camara, mientras 
que cuando posee dos o mas ZUE, la multiminicamara poseera dos o mas minigeles de 
ancho equivalente al ancho de cada ZUE. 
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El area (cm 2 ) de cada una ae las paredes que sostienen el minigel y los electrodos esta 
dada por 

Area = [2+1 ,4.d] • [2+0,54«d] - 1 ; 02 • [1 -KD,54«d] 2 

Si acotamos 'cP entre 6,2 y 15 cm, entonces los largos de los minigeles del TAFE estan 
comprendidos entre 3,2 y 7,7 cm en tanto el area de cada una de las paredes que 
sostienen el minigel y los electrodos estara entre 37,8 y 147,8 cm 2 . 

10 En las camaras TAFE mientras menor es la distancia entre los pares de electrodos 
opuestos ('d'), menor sera el area de seccion transversal y por ende se podran aplicar 
campos electricos mayores sin incrementos significativos de la corriente inicial (Mo') y de 
la potencia en la camara. Por tanto, para construir camaras donde V (el ancho de la 
camara o dimension paralela a los electrodos) sea grande es conveniente que 'd' sea 

15 pequena. Esto garantiza que se puedan aplicar valores de 'E ; que separen rapidamente 
los cromosomas sin que 1o' exceda el umbral convenido de safida maxima de las fuentes 
convencionales de ECP. Aunque las camaras posean separacion pequena entre 
electrodos opuestos, solo seran dptimas las camaras anchas capaces de soportar 
simuitaneamente varios minigeles, los que puedan excluirse (o no) de los experiments 

20 junto con el volumen correspondiente de tampon. La subdivision del minigel ancho en 
varios minigeles mas estrechos se iogra eficientemente si la camara se divide en varias 
regiones ZUE. Cuando en esos minigeles se depositan todas las muestras que ellos 
admiten, entonces esas camaras trabajaran a su maxima capacidad y podran analizar 
simuitaneamente numerosas muestras. Sin embargo, se desperdiciana capacidad de 

25 analisis y reactivos si solo se analizaran pocas muestras. Para evitarlo, es necesario que 
solo se activen las ZUE que se requieran y se excluyan del experimento las no 
empleadas. De esa forma, el volumen de reactivos que se emplee dependera cada vez de 
la cantidad de muestras que se desea analizar y por tanto de la cantidad de regiones ZUE 
que se activen. 

30 La cantidad maxima de muestras que se puede analizar simuitaneamente en los 
minigeles del TAFE depende del tamano y cantidad de ZUE, los que a su vez dependen 
del ancho maximo (L) que puede tener la camara. El ancho de la camara determina ia 
corriente que se extrae de la fuente de poder con que se energizan los electrodos. Por 
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tanto el factor limitante parSKnstruir camaras TAPE anchas es wcapacidad de saiida de 
corriente y potencia de las fuentes de poder de que se dispone. Por lo que conociendo ias 
caractensticas de las fuentes de poder, ei ancno maxima cue pudiera tener la camara 
TAFE se puede calcular 'a priori' a partir de scuaciones que describan ia corriente en ias 
5 mismas. 

Para obtener las ecuaciones que describan la corriente en ia camara se construyo una 
camara TAFE con una distancia entre los pares de electrodos opuestos en ei rango 
definido para las minicamaras TAFE y un ancho : L' de 316 mm. En esta camara fueron 
eliminadas las zonas no utiles de electroforesis y se le disenaron aditamentos para variar 

10 las dimensiones internas desde 7 cm hasta ei ancho V de la camara lo que permite 
disponer de f n' camaras TAFE de diferentes anchos. Para obtener las ecuaciones, 
primero se ajusta la funcion que describe a ia conductancia especifica p 5 (mho. cm" 1 ) del 
tampon TBE 0,5X (1X TBE: Tris 89 mM/L, Acido Bcrico 89 mM/L y EDTA 2 mM/L, pH 8,3) 
en funcion de la concentracion molar del Tris ([Tris]) y de ia temperatura experimental T 

15 (°C). 

p - 5,190 .10 ' 3 • [Trisf 8461 • e a02214 - T (II) 

Se considera que la corriente iniciai (Mo', en Amperes) en la camara depende de la 
20 resistencia del electrolito, la que esta dada por ia relacion entre la constante de la vasija 

('Cv\ en cm" 1 ) y p. 'p' es la conductancia especifica y la constante de la vasija depende 

de TV, o area (cm 2 ) de seccion transversal que of rece la camara al paso de la corriente, y 

de 'd\ que es la separation entre los electrodos de polaridad opuesta. 

Ya que las camaras no poseen formas geometricas perfectas porque fueron eliminadas 
25 las ZNU es necesario determinar las constantes de ias vasijas (Cv = d / A) para anchos y 

formas diferentes. Para determinarias se ideo ei siguiente procedimiento: 

-Se determina la constante de la ceida de un conductimetro Cv(cond). 

-Se llena la camara de electroforesis con una solucicn de cuaiquier electrolito conocido 

que se mantiene a una temperatura fija. 
30 -Se mide la conductividad de dicho electronic smpleando ia celda calibrada del 

conductimetro G (cond). 

-Se mide la conductividad del electrolito, conectando los eiectrodos de la camara de 
electroforesis a los conectores de medicion del conductimetro G(camara). 
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-Es facil deducir que Cv(cas 




) se obtiene: 




Cv(camara) = [G(cond) • Cv(cond)] / G(camara ) 



(HI) 



5 Para cada una de las 'n' camaras TAFE de anchos 'L\ (donde T es un numero entre 1 y 
'n') diferentes se determina Cv(camara)j. Entonces puede obtenerse ia funcion que 
relaciona Cv con L: 



Entonces,. en las camaras de anchos U, las resistencias ('Re \ ) al paso de la corriente que 
brindan electrolitos de conductividad pj estan dadas por: 



Desde los estudios iniciales de conductividad se conoce que ai aplicar voltaje con una 
fuente de poder de corriente directa, la corriente que puede medirse en un electroiito no 
depende solamente de 'Re'. En realidad, ocurre polarizacion del electroiito, lo cual reduce 
el valor del campo electrico y de la corriente que circula. Por eso, para poder disenar 

20 camaras TAFE de anchos variables es necesario disponer de las funciones que describen 
la atenuacion del campo electrico que provoca la polarizacion del electroiito. 
La atenuacion del campo electrico en camaras de electroforesis que tengan anchos y 
formas geometricas diferentes puede ser estimada si se conoce Re (ecuaciones II, IV y V) 
y se considera que la resistencia total (R) que se mide en la soiucion tampon depositada 

25 en la camara puede modelarse como dos resistencias colocadas en serie^ Re y Rp 



donde Rp juega el papel de resistencia adicional inducida por la polarizacion del 
30 electroiito. Entonces, de acuerdo con ia ley de Ohm 



Cv(camara) j = f (L 0 



(IV) 



Rej = Cv(camara)} / pj 



(V) 



R = Re + Rp, 



(VI) 



Vdc = Idc • R 



(VII) 



10 
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donde el voltaje que se aflto con la fuente de corriente dire^f es V DC y la corriente 
directa que se mide l DC : Si se aplican valores crecientes de V DC y se determina l D c pueden 
calcularse los valores de Rt y estimar Rp a partir del conocimiento de Re (ec. V) en esa 
camara. De esa manera se puede obtener la funcion que relacione Rp con Re y con V DC 



Rp = f(Re, V DC ) 



(VIII) 



Mediante el empleo de las ecuaciones anteriores pueden ser predichas las corrientes 
iniciales ('l 0 ') que se obtendnan para voltajes V DC en camaras de diferentes anchos que 
contienen tampones de conductividades diferentes y en las que la temperatura de 
electroforesis pueden ser diferentes. Por tanto, para fuentes de electroforesis cuyas 
saiidas de corriente, voltaje y potencia son conocidas, puede estimarse el ancho maximo 
que puede tener cada camara que se emplee con cada fuente existente. Ese ancho es 
aquel que brinda valores de V y de potencia (P) que no sobrepasen los valores maximos 
15 de salida de la fuente. El voltaje que brinda ese 'l 0 ' o esa P es el voltaje maximo que 
puede aplicarse en dicha camara. 

Para disenar multiminicamaras TAFE, ademas de poder predecir V, hay que considerar 
el agotamiento del tampon. O sea, que los increments de corriente en la camara 
producto del agotamiento de tampon, no sobrepasen los If mites de corriente y potencia de 

20 la fuente de poder durante el transcurso de la electroforesis. Por eso, hay que disponer de 
ecuaciones que describan el agotamiento del tampon en el tiempo. El tiempo de 
agotamiento del tampon debe depender al menos de E'. La ecuacion para describir a la 
constante de agotamiento de la solucion tampon ( k\ en Ohm. t" 1 ) puede ser obtenida 
partiendo del supuesto que cuando se aplica un voltaje V D c' (en volts) la corriente W 

25 (en Amperes) en cualquier momenta de la electroforesis esta dada por l DC (t) = V DC / R(t). 
donde, 

R(t) = R + kt (X) 
30 k = f(E) (X|) 

y R se calcula segun la ecuacion VI. Asi, mediante el empleo de esas ecuaciones puede 
predecirse V y como vaha la corriente durante la electroforesis, por lo que puede 
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conocerse el momento de^^cambio de la soiucion tampon en cada experimento. Las 
ecuaciones pueden obtenerse empiricamente : coiocando la soiucion tampon en la 
camara, reguiando ia temperatura, aplicandc ei voltaje y monitoreando la corriente ('It') 
durante el tiempo ('t' ). Con posterioridad se empiean metodos de regresion para el ajuste 
5 de las variables. 

Utiiizando la relaciones II a la XI se calcula el ancho maximo V de la multiminicamara 
TAFE el cual depende de la distancia entre electrodos £ d\ la conductividad p 5 y la 
temperatura T del tampon asi como del campo efectrico aplicado y esta limitado por la 
corriente 'Imax' y potencia Pmax 1 maximas de salida de la fuente de poder que se utilice 
10 para energizarla. Es decir, 



El ancho maximo V que puede tener la multiminicamara TAFE sera el menor de los dos 
valores de V que se obtienen mediante las funciones XH y XIII. 

15 Utiiizando las ecuaciones XII y XIII y empieando fuentes de poder de hasta 2 amperes y 
300 watt de corriente y potencia de salida respectivamente se calculo que pueden 
construirse muitiminicamaras TAFE con un ancho f U de hasta 50 cm. En dichas camaras 
la distancia entre los pares de electrodos opuestos puede ser de hasta 15 cm y puede 
emplearse tampon TBE 0,5X a una temperatura maxima de 30°C. Estas muitiminicamaras 

20 se pueden subdividir en ZUE ; que si para reaiizar la electroforesis son empleadas todas 
se pueden aplicar campos eiectricos de hasta 8 V/cm y si se inactivan algunas de las ZUE 
se pueden aplicar campos eiectricos de hasta 25 V/cm. El numero de ZUE puede variar 
entre 1 y 30. 

El area del minigel del TAFE tanto en las minicamaras con una ZUE unica o ZUE 
25 multiples (muitiminicamaras) es; 



El volumen de tampon en la camara depende del ancho de la camara que se seleccione y 
se calcula de la siguiente forma: 



L = f(Imax, d, p, T, Emax) 
L = f(Pmax, d, p, T, Emax) 



(XII) 
(XIII) 



area del minigel = d • sen(31 3 ) * L / ZUE t0 t 3 i 
= d • 0,515 •L/ZUEtotas 



30 



Voiumen del tampon = [(2+1 f 4«d) * (2+0,54«d) - 1,02 • (1+0,54.d) 2 ] • L • ZUE act /ZUE, 



Donde, 
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m • 

<^K'que estan activas durante la electron: 



ZUEact : numero de 2wFque estan activas durante la elecroforesis 
ZUEtotai: numero de ZUE en las que esta subdividida la camara 

La subdivision de las camaras TAFE en ZUE aumenta su eficiencia, lo cual se evidencia si 
5 retomamos la formula I y definimos. 

Be: Volumen de reactivos en ml (de la solucion tampon o agarosa) que requiere la 
camara completa. 

Bzue: Volumen de reactivos en ml que se requiere por cada ZUE donde pueden 
0 separarse un maximo de 'NM' muestras. 

Bnt: Cantidad de reactivos en ml empleados cuando se activa una cantidad dada de 
ZUE (Nzue). Bnt = Nzue • Bzue 

Nt: Cantidad maxima de muestras que puede aplicarse en las ZUE activadas 
Nt =NM • Nzue. 

5 (Nt - N): Cantidad de muestras que no se aplicaron en el experimento. 
(Bnt/Nt): Volumen de reactivos empleados por cada muesira. 

(Nt -N) • (Bnt/Nt): Volumen de reactivos en exceso cuando se aplican 'N' muestras y es 
posible aplicar 'Nt' muestras. 

0 Si el volumen de reactivos en exceso se relaciona con el volumen de reactivos que 
requiere la camara completa ('Be') y nombramos 'ER' al resultado, se obtiene: 

ER (%) = 1 00.0 • Bnt • (Nt - N) / (Nt • Be) (XIV) 

5 Si aplicamos la relacion XIV a una camara de cuairo ZUE. donde cada una requiere 325 
ml de la solucion tampon y admite un minigei que porta 13 muestras, obtendremos para 
'ER' los valores mostrados en la Tabla 2. En ese ejemplo, el comportamiento de 'ER' va 
desde un valor maximo de 23.1 cuando N' es 1. 14, 27 y 40 muestras hasta un minimo 
cuando 'N' es 13, 26, 39 6 52 muestras (Tabla 2). Observe que se propone que cuando 
solo se emplee una ZUE, las tres restantes se inactiven y ocluyan, por lo que, Bnt = 325 
ml y Nt =13. Asi debera ser si solo se emplearan la primera y segunda miniplataformas; 
entonces Bnt = 650 ml y Nt = 26. Se procede de igual manera con las restantes 
miniplataformas. En las camaras de una sola ZUE, como el Geneline II, Nt = 40, Be = Bnt 
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= 3500 ml, mientras que en^TMiniTAFE Nt = 8, Be = Bnt = 350 mi. Por eso, Be = Bnt y 
ER = (Nt - N)/Nt (Tabla 1). Por tanto r las camaras deben estar subdivididas en varias 
regiones ZUE subdividiendo o no la piataforma de electrodos, pero sin perder la 
capacidad de efectuar coelectroforesis de la cantidad de muestras que se desee, ni gastar 
reactivos excesivamente, ni emplear mas de una fuente de poder. 



Tabla 2. Volumen de reactivos en exceso ('ER 5 ) en una camara de cuatro ZUE que 
admite electroforesis de campos alternantes transversales (MultiMiniTAFE) en cuatro 
minigeles. 
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= 1300 ml 
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ZUE 1 




ZUE 2 | 




ZUE 3 


ZUE 4 


Nt=13Bnt = 325 


Nt = 26, Bnt = 650 
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En estas camaras el volumen de reactivos ('Bnt J en ml) que se emplea durante cada 
electroforesis depende de ia cantidad maxima de muestras que se vaya a analizar ('Nt') 
en cada experimento. 



Todas las ZUE de una ca; 
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TAFE deben activarse con unsffoia fuente de poder y 



deben emplear un solo sistema de alternar los campos. 

Si se considers que la fuerza motriz de la eiectroforesis la provee el carrtpo electrico, que 
esta fuerza es muy superior a la de gravedad y que por su pequena masa, las moleculas 
5 no pueden sedimentar por la accion de la fuerza de ia gravedad; entonces es indudable 
que las moleculas siempre migraran en la direceicn de la resultante entre las lineas de 
fuerza de ambos campos electricos. Por tanto ; es posible invertir ei ordenamiento de 
electrodos. Es decir, los catodos se pueden colocar en la parte inferior de la camara y los 
anodos en la superior, de tal forma que las muestras se colocan en la parte inferior del 
10 minigel y las moleculas migran en direccion contraria a la fuerza de la gravedad. Ese 
ordenamiento invertido lo denominaremos configuration TAFE invertida y facilita la 
colocacion de los geles en el interior de la camara a la vez que evita los errores del 'doble 
posicionamiento' de los electrodos y del minigel. 

Como resultado de la invention, se proveen camaras de eiectroforesis del sistema TAFE 
15 en su version MiniTAFE que son anchas y poseen multiples zonas ZUE que pueden ser 
activadas o no a voluntad y energizadas con una sola fuente de poder y en las que se 
eliminaron las regiones ZNU porque no juegan un papel esencial en la separacion de las 
moleculas de ADN. Por tanto, en esas camaras pueden coiocarse multiples minigeles y 
separar simultaneamente las moleculas de ADN contenidas en pocas o en gran cantidad 
20 de muestras; por ejemplo, en 10, 20, 30, 40 o mas muestras diferentes. 

Para llevar a cabo la separacion de esas moleculas. dichas camaras emplean la cantidad 
de reactivos que se requiere para anaiizar las N' muestras, cuyas moleculas seran 
separadas en un tiempo £ t\ 

La separacion entre los electrodos de polaridad opuesta es ia descrita para la minicamara 
25 TAFE, por eso separan las moleculas rapidamente. 

Las camaras son anchas, hasta donde lo permitan las ecuaciones II - XIII y los valores de 
salida maximos de las fuentes de poder de ECP (ver el ejemplo en la Tabla 3), por eso 
son capaces de separar las moleculas contenidas en al menos 52 muestras de 2.5 mm de 
ancho. 

30 Las camaras poseen varias zonas utiles de eiectroforesis (ZUE), que pueden ser 
empleadas en los experimentos o pueden ser ocluidas e inactivadas y solo requieren una 
fuente de poder y un sistema para alternar los campos electricos. Por eso emplean 
eficientemente los equipos. 
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La subdivision de la camafl^n varias ZUE Simula un ancho variable y hace que 'Nt' y 
'Bnt' vanen con la cantidad de ZUE empieadas en la camara (vea en la Tabla 2 el ejemplo 
de una camara de 4 ZUE). El volumen de la solucion tampon se reemplaza segun 
predicen las ecuaciones Il r III, IV y V. Por eso pueden anaiizar muchas o pocas muestras 
5 empleando los reactivos eficientemente. 

Las camaras pueden construirse con la configuracion TAFE convencional o configuracion 
TAFE invertida y pueden ser de acrilico, teflon o cualquier otro material de elevada 
constante dielectrica. 

Las regiones que no son utiles en la electroforesis (ZNU) se ocluyen con piezas de la 
10 forma apropiada que se construyen con material de elevada constante dielectrica, o se 
eliminan de las camaras mediante cualquier procedimiento constructive 
Pueden existir varias camaras con las caracten'sticas mencionadas, las llamaremos tipo I 
y tipo ll. 

Las camaras tipo I: Son las mas simples y como todas estas camaras poseen una 
15 distancia pequefia entre sus electrodos opuestos, son poco profundas, poco altas, pero 
son anchas. Sus electrodos son tan largos como ancha es la camara. Poseen una 
plataforma de electrodos que puede estar fija en la camara o puede ser desmontable. Las 
camaras tipo I pueden poseer los catodos en su parte superior (Configuracion TAFE 
convencional), o en la parte inferior de las mismas (Configuracion TAFE invertida). En 
20 este ultimo caso, las muestras se depositan en la parte inferior de ios minigeles, por lo 
que en cada uno de ellos las moleculas migraran en el sentido opuesto al de la fuerza de 
la gravedad. 

Cuando los electrodos se disponen en configuracion TAFE invertida las regiones ZNU 
pueden ser eliminadas con las propias paredes de la camara por donde se deslizan los 

25 electrodos. Esas paredes deben formar un angulo pequeno con el piano que contiene el 
catodo y el anodo que se ubican en el mismo lado del minigel, por lo que al igual que 
dicho piano, esas paredes formaran un angulo con el fondo de la camara de 
electroforesis. En las camaras con configuracion TAFE convencional las regiones ZNU se 
eliminan colocando en la camara piezas de la forma apropiada y construidas de un 

30 material de elevada constante dielectrica. 

Esas camaras poseen varias regiones ZUE y soportan varies minigeles que se colocan a 
todo su ancho, uno a continuacion del otro. Para lograrlo, pueden disenarse marcos del 
ancho de la camara. Ese marco se subdivide en marcos mas estrechos donde se funden 
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simultaneamente todos lo^Winigeies. El marco grande se cofoca posteriormente en la 
camara y sirve de soporte a todos los minigeles que se emplearan, permitiendo la 
manipulation de ios mismos. Los minigeies tambien pueden ser fundidos 
simultaneamente en esos marcos, despues extraidos de los mismos y depositados 
5 directamente en la camara. Para ello, la camara debe poseer en su centro piezas 
ranuradas lateralmente por donde puedan deslizarse dichos minigeles. La separacion 
entre estas piezas sera igual al ancho del minigel que pueda soportar, es decir ai ancho 
de una ZUE. Para fundir los minigeles el marco debe coiocarse entre planchas planas de 
acrilicos que contemplen donde colocar el peine. Todas esas piezas son fijadas entre si. 

10 El marco puede tener ranuras laterales para fijar el peine en una sola position. 

A su vez cada minigel admite una cantidad maxima de muestras, lo que depende de su 
ancho. De esta forma se dispondra de camaras con varias regiones ZUE, que admiten un 
minigel cada una y pueden separar pocas o muchas muestras simultaneamente con una 
fuente de poder y electrodos comunes. E! voiumen de solution tampon empleada 

15 dependera de la cantidad de ZUE empleadas. As; todas las muestras de todos los ZUE 
son ademas separadas en una solucion tamper, comun, la temperatura de! experimento 
es la misma para todas ellas y el voltaje aplicado es el mismo. 

De acuerdo con todos los principios anteriores se logra que sean variables la cantidad de 
minigeles que se colocan en la camara y el voiumen de reactivos ('Bnt') empleados por 
20 cada experimento. Tambien se logra variabilidad en la cantidad maxima de muestras ( l Nf) 
que pueden analizarse simultaneamente en una coelectroforesis. 

Las camaras tipo II. Una variante de camara que se propone en esta invention y que evita 
el empleo de electrodos muy largos se describe a continuacion. Al igual que las camaras 
tipo I, las camaras tipo II poseen una distancia pequena entre sus electrodos opuestos, 

25 por lo que tienen poca profundidad y altura. Sin embargo, cada region ZUE esta contenida 
en una miniplataforma de electrodos y estas pueden ser extraidas de la camara y se 
colocan una detras de otra. Cada una de ellas empiea un minigel en el que se depositan 
tantas muestras como admite su anchura, la que a su vez depende de la longitud de los 
electrodos de las miniplataformas. 

30 Los electrodos de una o varias miniplataformas pueden ser energizados o no empleando 
una sola fuente de poder. Para lograrlo, los electrodos de las miniplataformas se conectan 
en paralelo, es decir los anodos consecutivamente y los catodos consecutivamente. A 
diferencia de las camaras tipo I, las regiones ZUE (o miniplataformas de electrodos) que 
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no seran activadas en un experimento cualquiera pueden ser totalmente ociuidas con 
piezas que poseen una forma similar a la de la miniplataforma. Esas piezas se fabrican de 
un material de elevada constante dielectrica. La conexion en paraielo entre las 
miniplataformas de la camara garantiza la continuidad ente ios electrodos de todas las 

5 miniplataformas de electrodos y permite que se realice la coelectroforesis a todas las 
muestras de todos Ios minigeles con una fuente de poder y electrodos comunes. AsL 
todas las muestras son ademas separadas en una solucion tampon comun, la 
temperatura del experimento es la misma para todas ellas y e! voltaje aplicado es el 
mismo para todas. De acuerdo con Ios principios anteriores se logra que sea variable la 

10 cantidad de ZUE que puede ser activada en la camara, el numero de minigeles que se 
empleara en un experimento, y el volumen de reactivos ('Brit') por experimento. Tambien 
se logra variabilidad en la cantidad maxima de muestras ('Nt') que puede analizarse 
simultaneamente en una coelectroforesis. 

En las camaras tipo II, las multiples miniplataformas de electrodos podrian poseer sus 
15 catodos en su parte superior (configuracion TAFE conventional) o en su parte inferior 
(configuracion TAFE invertida). 

En las camaras tipo II, donde Ios electrodos se disponen en configuracion TAFE invertida 
las regiones de la solucion tampon por donde pasan las lineas de fuerza que no 
atraviesan el minigel pueden ser eliminadas con las propias paredes de la camara. Para 
20 lograrlo, las paredes frontales de la camara por donde se deslizan Ios electrodos deben 
formar un angulo pequeno con el piano que contiene el catodo y el anodo que se ubican 
en el mismo lado del minigel (o formar un angulo pequeno con dicho piano), por lo que al 
igual que dicho piano, esas paredes formaran un angulo con el fondo de la camara de 
electroforesis. 

25 En la construccion de las camaras tipo II, puede emplearse cualquier procedimiento o 
conexion para activar e inactivar las miniplataformas. Por ejemplo, colocar en la tapa Ios 
cables de conexion entre miniplataformas vecinas, o solo colocar en la tapa Ios 
conectores y que Ios cables sean exteriores, o coiocar esas conexiones en las paredes de 
la camara, o directamente entre !as miniplataformas. Por otro lado. las miniplataformas 

30 pueden ser de cualquier forma que se ajuste bien a ia camara, siempre y cuando 
contengan su ordenamiento de electrodos en configuracion TAFE, mientras que Sos 
electrodos de las miniplataformas pueden ser puestos permanentemente en la camara, o 
en miniplataformas que pueden ser desmontadas de dicha camara. Las regiones de la 



WO 01/94932 ^ ^ PCT/CU01/00003 

camara donde no se va?T a activar miniplataformas, pueden ser eliminadas del 
experimento por cualquier procedimiento, ya sea colocando en ellas un bloque macizo, o 
bioques huecos que se fijan de cualquier manera a ias paredes o se llenan de cualquier 
llquido. De manera similar a como se hace con las camaras tipo I, los minigeles pueden 
ser fundidos en marcos, que pueden o no colocarse en la electroforesis. 

B - La obtencion de patrones de bandas reoroducibles en las camaras orovistas en esta 
invencion. 

Como ya se menciond, las camaras provistas en esta invencion se distinguen por: 
-Poseer un sistema que limita la formacion de turbulencias en la solucion tampon y 
ademas homogeniza la temperatura y composicion del tampon en la camara de 
electroforesis. 

-Disponer de un sistema para introducir o retirar los electrodos en la camara de 
electroforesis, el que ademas garantiza que se mantenga el grado de tension de los 
electrodos. Ese sistema mplea tapones elasticos que se colocan en orificios perforados en 
el piso o en las paredes laterales de las camaras. Por la luz de dichos tapones se pasan 
los electrodos. 

-Disponer de un sistema para que el experimentador pueda tensar los electrodos de la 
camara MiniTAFE y multiminiTAFE. 

En esta invencion tambien se proveen un grupo de accescrios que son importantes para 
lograr patrones de bandas reproducibles. Ellos sen: 

-Un sistema que permite preparar minigeles pianos. Ese sistema garantiza la 
homogeneidad de todas las dimensiones de los minigeles. 

-Un sistema que permite alinear en el origen ce migracion del minigel a los bioques que 
contienen las muestras. 

-Un sistema para preparar bioques de tamanos homogeneos. 

B.1 -Sistemas limitadores de turbulencias v homoaeneizadores de la c onductividad v 
temperatura del tampon en la camara. 

Es bien conocido que en las cercanlas de ios electrodos el tampon cambia sus 
propiedades conductivas debido a la electrolisis que ocurre en los electrodos. Esto es 
particuiarmente importante en el CHER que pesee un ordenamiento hexagonal de 
multiples electrodos que rodean al minigei. Per eso, en esas regiones de la camara la 
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conductividad 'a del tampor^uede ser diferente del valor de conductividad en otras 
regiones de ia camara. Esto es cntico en las mini-camaras CHEF. La recirculacion del 
tampon eiectroforetico a alto flujo es equivalente a agitar dicha solucion, pues es !a 
manera de garantizar homogeneidad de la conductividad de todo el tampon de la cubeta 
5 de electroforesis. Por ejemplo, un recambio del volumen total de la cubeta en 3 minutos 
es suficiente para este fin. 

Cuando ese electrolito recircula a alto flujo se generan turbulencias del fluido en la 
camara. Otro posible origen de las turbulencias es que algunas bombas peristalticas que 
se emplean, inyectan el tampon en porciones como si fueran pulsos de liquido. 

10 El sistema de recirculacion del tampon a alto flujo desarrollado en esta invencion se basa 
en el siguiente principio: Es necesario garantizar que el area de seccion transversal al 
paso de la corriente en el tampon donde se sumerge el minigel, sea constante en toda la 
camara de electroforesis. Asi se impide que la corriente que recircula en la camara se 
modifique aleatoriamente por los cambios locales de resistencia del tampon provocados 

15 por la presencia de olas, remolinos o turbulencias durante la recirculacion. El principio se 
fundamenta en que la resistencia (R) del tampon de un electrolito cuaiquiera que se 
deposita en la camara de electroforesis esta dada por: 
-la conductividad del electrolito (a), 

-la separation entre los electrodos de polaridades opuestas (d), 
20 -el area de seccion transversal al paso de la corriente (A). 
Estas variables se relacionan segun la formula XV. 



25 Por eso cuando TV es diferente en zonas de la camara, R J tambien lo es y la corriente 
electrica T tambien. 

El sistema limitador de turbulencias en las camaras CHEF esta formado por: 
-dos tipos de laminas rectangulares, las de tipo A y las de tipo B, las que son de cualquier 
material de elevada constante dielectrica. 
30 -laminas que son del ancho del interior de la camara. siendo las de tipo A de al menos 2 
cm de altura y las de tipo B de 0,5 cm de altura ; 

-laminas de tipo A que estan despegadas de la base de ia camara una distancia entre 
0,02y 0,05 cm y siempre sobresalen de la solution tampon que se deposita en la camara, 



R = (1 /a)*(d/A) 



(XV) 
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el tampon por el interior de la camara, este fluye solamente 
entre las laminas de tipo A y la base de la camara, 

-laminas de tipo B que estan pegadas a ia base de ia camara y sumergidas totalmente en 
la solucion tampon, de tal forma que al recircular el tampon en la camara, este fluye 
5 solamente por encima de las laminas de tipo B, donde ambos tipos de laminas se ubican 
en la entrada y en la salida de la solucion tampon de la camara, desde la pared de 
entrada o salida de las mangueras hacia el interior de la camara de electroforesis y en el 
siguiente orden, lamina de tipo A despues lamina de tipo B, repitiendo 'n' veces ese par 
de laminas, donde 'n' es un valor entero entre 1 y 4 y quedando la ultima lamina 

10 aproximadamente a 1 cm de los electrodos, ultima lamina que debe ser de tipo A. 

Asi, el tampon proveniente del intercambiador de calor choca con la lamina de tipo A al 
caer en el interior de la camara y pasa por debajo de ella. Despues vuelve a chocar con la 
de tipo B y pasa sobre esa otra lamina. Hechos estos que se repiten con cada par de 
laminas del sistema limitador de turbulencias, hasta que dicho tampon pasa al 

15 compartimento donde se encuentran los electrodos y el minigel y lo atraviesa. Despues el 
tampon sufre el mismo proceso en la region de la camara desde la cual sale el tampon 
hacia el intercambiador de calor. Asi se logra amortiguar cualquier oscilacion que pueda 
existir en la superficie del liquido. 

El sistema de limitacion de turbulencias de la solucion tampon en las camaras TAFE_esta 
20 formado por: 

-dos laminas iguales y del mismo tamano de las paredes de la camara que son paralelas 
a los electrodos, 

-laminas estas que son de un material de elevada constante dielectrica y poseen una 
ranura horizontal en su tercio inferior. 

25 -ranura que es del largo de los electrodos y ae J. 3 cm de aliura. 

En este sistema las laminas estan ubicadas. una ae ellas en la entrada de Ia solucion 
tampon y la otra en la salida de dicha solucion. De esa forma, dividen la camara en tres 
compartimentos: el central que contiene los electrodos y el minigel, y los otros dos, por los 
que entran o salen las mangueras de ia recirculacion. Durante la recirculacion, el tampon 

30 cae directamente en uno de esos compartimentos y de ahi fluye hacia el compartimento 
de electroforesis pasando por la ranura horizontal. Del compartimento de electroforesis 
sale pasando por la ranura horizontal de la otra lamina y cae en el compartimento donde 
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se encuentra la manguera cKalida. De este ultimo sale hacia effhtercambiador de calor. 
Asi se amortigua cualquier oscilacion que pueda existir en la superficie del Ifquido. 

B.2.-Sistema de accesorios para garantizar homcaeneidad de la corriente en el minigel 
5 Si se sigue el razonamiento anterior se comprende que si ei gel, o matriz sobre la cua! se 
realiza la electroforesis posee irregularidades, brindara un area (A) de seccion transversal 
a la corriente que difiere entre sus diferentes regiones. Por tanto, 'Rm' (resistencia al paso 
de la corriente en ei gel) tiene que mantenerse constante en todas las regiones del gel. 
El sistema para formar minigeles de caras planas es en un dispositivo desarmable que 
10 consta de: 

-una base plana. 

-dos marcos, uno de ellos con una cavidad de forma rectangular y el otro con una cavidad 
cuadrada de 0,35 a 0,5 cm de espesor, los que poseen dos muescas donde se coloca un 
peine de dientes iargos para formar el minigel con sus pocillos, donde el espesor de los 
15 marcos y las dimensiones internas de las cavidades determinan las dimensiones del 
minigel que se va a preparar para ser colocado como matriz de soporte en la 
electroforesis en las camaras CHEF o TAFE. 

-dos tapas, la tapa 1 , o tapa que encaja en la parte delantera del peine, y la tapa 2, o tapa 
que encaja en la parte trasera de! peine. 
20 -un segundo peine similar al anterior pero que posee dientes mas cortos y permite 
empujar las muestras que se depositaron en los pocillos del minigel. 

Los peines de dientes largos que imprimen ios pocillos en el minigel, son en su parte 
anterior totalmente lisos y continuos con los dientes, mientras que en su parte posterior y 
por encima de los dientes estan engrosados, formandose un escalon. Los peines 

25 provistos poseen dientes iguales de espesor comprendido entre 0,03 y 0,1 cm, ancho 
entre 0,15 cm y el ancho del minigel menos 0,3 cm y longitud de los dientes igual al 
espesor del minigel menos 0.15 cm. Asf, al ensamblarse el peine, el marco y la base 
plana, los dientes quedan separados 0,1 cm de ia base y el escalon posterior queda 0,1 
cm mas alto que el espesor del marco. Los peines de dientes cortos son iguales a los 

30 peines de dientes largos, pero sus dientes son 0,2 cm mas cortos. 

La tapa 2, o tapa que encaja en la parte trasera del peine, posee dos caras planas. En 
uno de sus bordes tiene un reborde saliente que encajara en el marco al ser ensamblado 
el sistema. La tapa 1, o tapa que encaja en la parte delantera del peine, tiene una cara 
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plana y la otra tambien jf^a, pero esta rebajada en forma^^ cuna en uno de sus 
extremos. 

E! sistema se emplea de !a siguiente forma: 

-sobre la base plana se coloca uno de los dos marcos, especi'ficamente el que posee el 
5 tamano del minigel que se desea preparar. 

-se encajan las patas de uno de los peines de dientes largos en las muescas que posee el 
marco en su perimetro exterior, con lo cual quedaran los dientes separados 0,1 cm de la 
superficie de la base plana. 

-la tapa 1, que encaja en la parte deiantera del peine, se coloca sobre el marco y por 
10 delante del peine, con la cara plana volteada hacia el marco, la cara rebajada hacia arriba 
y la rebaja en forma de cuna pegada al peine,. 

-dicho conjunto se inmoviliza apretando las tapas contra el marco por cualquier medio 
hasta que la cavidad que se forma entre ellos quede eliminada y se vierte el minigel 
fundido a una temperatura apropiada, que cuancio es agarosa esta entre 65 y 70 °C 
15 -la tapa 2, o tapa que encaja en la parte trasera del peine, se coloca sobre el marco, por 
detras del peine, introduciendo el reborde en el escalon del peine de dientes largos, y se 
deja el sistema en reposo hasta que dicho minigel solidifique. 

-se retira el peine de dientes largos y en la ranura en forma de cuna de la tapa 1, o tapa 
que encaja en la parte deiantera del peine, se colocan los bloques de minigel que 
contienen las moleculas de ADN mmovilizadas, !os que se hacen resbalar hacia los 
pocillos empujandolos con un aplicador cualquiera, 

una vez colocados los bloques en los pocillos del minigel, dichos bloques se empujan 
hacia el fondo de los pocillos con la ayuda del peine de dientes mas cortos, lo cual se 
hace encajando sus patas en las muescas que posee el marco, lo que garantiza que ellos 
25 se introduzcan hasta el fondo de los pocillos 

Asi se garantiza que se obtenga un minigel piano, sin meniscos, en el cual todas las 
muestras fueron colocadas a la misma altura y a la misma distancia del borde posterior o 
anterior del minigel. Todo lo anterior se logra sin que ocurra aplastamiento o ruptura de 
dichos bloques. 

30 El sistema para formar minigeles pianos y el iimitacor de turbulencias impiden que el area 
de seccion transversal del minigel vane incontrclacamenie, por la formacion de meniscos 
en las paredes del recipiente empleado para formar el minigel o entre los pocillos del 
minigel. 



20 
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p^fara former blogues de tamanos homoc 



B.3.- Sistema de accesorid^Tara former blogues de tamanos hdmogeneo s. 
No obstante, aunque se garantice que el valor de 'R' sea constante en todo el tampon de 
la camara y en el minigei, si ios bioques de agarosa que coniienen las moleculas de ADN 
inmovilizada no son todos de dimensiones similares y se colocan en Ifnea recta en el 
5 minigei, sin romperlos y a la misma distancia de ios bordes anteriores y posteriores de Ios 
minigeles, entonces Ios patrones de bandas resuitan distorsionados. 

Los accesorios para preparar muestras de ADN incluidas en bioques de gel de 
dimensiones homogeneas y similares a la de Ios pocillos del gel donde seran depositados 
constan de: 

10 -formadores de bioques de gel que consisten cada uno de ellos en una lamina plana de 
cualquier material impermeable con espesor mayor que 0,5 cm, lamina que posee 
multiples ranuras paralelas a todo su largo, donde el ancho de cada ranura es de 0,2 cm, 
su profundidad es del espesor de los dientes de un peine dado, ia que puede ser entre 
0,03 y 0,1 cm, existiendo formadores para todos los posibies espesores de los dientes de 

15 todos los peines que pueden emplearse para imprimir Ios pociilos en el gel, 

-otra lamina plana y rigida de material impermeable de al menos 0,1 cm de espesor que 
actua como tapa de los formadores de bioques, 

-cortadores de bioques, donde cada uno es una barra que posee patas en sus extremos, 
lo que le confiere la forma de una 'IT invertida, cuadrada y tan o mas larga que ias 

20 ranuras del formador de bioques, teniendo en la parte inferior de la barra varias 
protuberancias en forma de cuchillas, transversales a la iongitud mayor de la barra y con 
el filo hacia abajo, donde el largo del extremo afilado de cada cuchilla es 0,2 cm y cada 
cuchilla sobresale por debajo de la barra mas de 0,1 cm, estando las cuchillas de cada 
formador separadas una distancia especifica que puede ser entre 0,1 cm y el ancho del 

25 gel menos 0,3 cm, 

-poseen un metodo de empleo. 

El uso de estos accesorios incluye los siguiente pasos: 

-se prepara una suspension de celulas en agarosa que se mantiene a 45 °C y se 
ambienta el formador de bioques y su tapa a 45 °C ! 
30 -se vierte dicha suspension en las ranuras del formador de bioques, 

-se cubre el formador de bioques con su tapa y se coloca a temperatura ambiente o en 
frio, 

-se espera a que solidifique el gel, 
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coloca el cortador de bloques zT\o 



-una vez soiidificado el ge^m coloca el cortador de bloques zno largo de la primera 
ranura, con sus cuchillas hacia abajo y los filos transversales a la dimension mayor de la 
ranura, 

-se presiona hacia abajo el cortador de bloques. 
5 -se retira el cortador, se inclina ei formador de muestras y se empujan los bloques hacia el 
interior de un recipiente que contiene la soiucion apropiada para el tratamiento de los 
bloques, 

-se repite el proceso con las tiras de agarosa que soiidificaron en todas las ranuras del 
formador. 

10 Asf se garantiza que los bloques formados sean todos iguales y sus dimensiones 
coincidan con las dimensiones de los pocillos del gel donde seran depositados para 
someter despues a las moleculas de ADN al proceso de electroforesis. 

BA.- Sistema de fiiacion v tension de electrodes oars evitar distorsiones de las llneas 

15 isopotencia/es en las camaras de electroforesis 

En esta invencion se considero que para que ei gradiente de potencial aplicado a las 
moleculas durante la electroforesis no vane aleaioriamente, es necesario que las tineas 
isopotenciales en el gel no esten distorsionadas. Eso se logra si los electrodos mantienen 
su estado de tension. Para lograrlo, en esta invencion se introdujeron los electrodos en la 

20 camara a traves de agujeros perforados en la base de las camaras CHEF o en las 
paredes de las camaras TAFE. En los agujeros se colocan entonces tapones elasticos de 
silicona, por cuya luz pasan los electrodos que provienen del exterior. Asi se garantiza 
que, aunque el electrodo adelgace por su uso en la electroforesis de campos pulsantes, 
siempre estara aprisionado por el tapon y por tanto fijado. 

25 En el sistema TAFE los electrodos son ademas largos. Por eso, en ocasiones, ellos se 
arquean. Para evitar ese problema, en esta invencion se doto a las camaras TAFE de un 
sistema para tensar los electrodos. El sistema consta de: 

-un vastago ranurado en su parte superior, vastsgo que gira y posee una muesca en 
forma de cintura, la que esta atravesada por un orificio, 
30 -orificio este, por donde se inserta el extreme de un eiectrodo y se dobla para que rodee la 
cintura del vastago, 

-un prisionero que inmoviliza definitivamente al vastago en la posicion deseada. 
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Este sistema se coloca en la^mda del eiectrodo de ia camara. Lo^electrodos los tensa el 
experimentador mediante el siguiente procedimiento: 

-Se afioja ei prisionero que inmoviliza al vastago en el cuai esta insertado el electrodo ; 
-Se hace girar el vastago el angulo requerido para que queden tensos dichos eiectrodos, 
5 -Se aprieta el prisionero para inmovilizar al vastago en su posicion actual y mantener 
tenso el eiectrodo. 

De esta forma se garantiza la existencia de lineas isopotenciales sin distorsion a todo lo 
ancho del gel vertical del TAFE. 

En esta invencion se garantizan los patrones reproducibles ya que se emplea un sistema i# 
10 adecuado para energizar los electrodos con los valores apropiados de voltaje y estos se 
mantienen tensos, ademas se emplean sistemas para garantizar que las migraciones de 
las moleculas de ADN de cualquier tamano no sean perturbadas por cambios locales 
transitorios en la resistencia del tampon o de! gel. Esos cambios provocan distorsiones en 
las carrileras de migracion y en las bandas que forman ias moleculas despues del proceso 
15 de electroforesis. 



C- Metodos de emoleo de las cubetas de esta invencion y metodo de calculo para 
seleccionar el tiempo de electroforesis en las camaras 

En esta parte de la invencion se creo un metodo de calculo en el cual se estima ei tiempo 
20 de electroforesis para condiciones diferentes de campo electrico, temperatura y duracion 
de pulsos electricos. Se basa en que existe un conjunto de ecuaciones que describen la 
migracion por pulso 'rrY de una molecula lineal de ADN en los equipos CHEF (Lopez- 
Canovas L y cols, J. of Chromatogr. A 1998, 806, 123-139) las que se incorporan 
totalmente como referenda. 
25 m = vr*tp*r(tp-tr) + vnr(tp-tr)*[1-r(tp-tr)] 
donde 

vr = 0,0207*[OE 1 '*/(8*twi#L 1 ' 35 )]; 
vm = 0,665«[OE 1,76 /(8#:^ri#L 1 ' 08 )]; 
tr = 0 7 134.(L 1 ' 14 /vr) a926 ; 
30 r(tp-tr) = 1 si (tp-tr) < 0 y T(tp-tr) = 0 si (tp-tr) > 0. 

En estas relaciones las variables y parametros tienen las siguientes definiciones: 
V es el tiempo de reorientacion (en seg) de una molecula de ADN lineal, 
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vr' y 'vm' son las velocidad* 



e migracion (en cm/segundos) 



icha molecula durante 



y despues de la reorientacion, respectivamente. 

f Q' es la carga neta de !a molecula (en statccuiomb) dada por 1e"»bp ; donde : e" : es [a 
carga del electron y 'bp' los pares de bases, 
5 V el largo del contorno (en cm) de la molecula lineal de ADN T dado por 0,34 nm • bp, 
'E' es la intensidad del campo electrico en statvolts/cm, 

'r\' es la viscosidad del tampon en Poises, calculada interpolando el valor de la 
temperatura experimental en un polinomio que relaciona la viscosidad del agua con la 
temperatura (en °C) experimental, 
10 f tp' es la duracion del pulso (seg). 

Para alimentar el metodo se calcula primero la migracion por pulso 'm } de la molecula mas 
pequena. Esto se realiza: 

-suministrando a las relaciones anteriores ios vaiores de campo electrico, temperatura y 
tiempo de pulso que se emplearan en ia electroforesis, 
15 -suministrando a las relaciones anteriores el tamano, en pares de bases 'bp 1 , de la 
molecula de ADN mas pequena que se desea separar, 

-calculando 'm' siempre y cuando el campo electrico y la temperatura esten comprendidos 
entre 5,8 y 16 V/cm y entre 10 y 30 °C, respectivamente, y asumiendo que en el proceso 
de electroforesis se emplea agarosa al 1,5 % y como tampon de electroforesis TBE 0,5X 
20 (TBE 1X: Tris 89 mM, Acido borico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,3). 

Una vez que se dispone de la migracion por pulso, este valor se emplea para alimentar al 
metodo de calculo del tiempo de electroforesis. En dicho metodo el tiempo de 
electroforesis (te, en segundos) se calcula como: 
te = [(D/m) *2*tp] 

25 El metodo requiere ademas como dato ia distancia 'D J en centimetros que se desea que la 
molecula mas pequena migre en el gel. El valor preferente de D' es la distancia entre el 
origen de migracion y el borde inferior del gei menos 0.1 6 0,2 cm. Segun el metodo los 
tiempos de electroforesis a 30°C para separar moleeculas de ADN de hasta 2 Mb estan 
comprendidos entre 1,5 y 9 horas para 16 y 5.8 V/cm, respectivamente, mientras que para 

30 10 °C ellos estan entre 2,5 y 14,5 horas para 16 y 5,8 V/cm, respectivamente. 

Todos los pasos anteriores garantizan el correcto empieo de la cubeta y que cuando se 
aplica la misma intensidad de campo electrico, temperatura, tiempo de electroforesis, 
concentracion de tampon, de gei y duracion de los pulsos electhcos se obtienen los 
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I metodo para ilevar a cabo el proCeso de electroforests en 
las cubetas de invention, con la ayuda de los metodos y accesorios mencionados se 
resume en ios siguientes pasos: 

-se conecta la camara a los dispositivos de alternar ios campos electricos y se energizan 
5 los electrodos, se llena la camara con solution tampon, se conecta la camara al 
intercambiador externo de calor, se verifica que el sistema limttador de turbulencias esta 
correctamente ubicado y se recircula la soiucion tampon a traves de la camara hasta qua 
se alcance la temperatura deseada, 

-con la ayuda de los accesorios para preparar geles pianos y empleando el peine 
10 apropiado se preparan geles para la separation de las grandes moleculas de ADN r geles 
que son de hasta 0,5 cm de espesor segun la camara seleccionada, 

-se depositan en los pocitlos del gel los bloques de get que contienen las moleculas de 
ADN que seran separadas, las que estaban previamente incluidas en dichos bloques, 
siendo las dimensiones de los bloques simiiares a ia de ios pocillos del gel, 
15 -se detiene temporalmente la recirculation y el gel que contiene los bloques se sumerge 
en la soiucion tampon que ya se encuentra a la temperatura deseada, se restaura la 
recirculation, 

-se calcula el tiempo de electroforesis que separara a las moleculas de ADN empleando 
un metodo de calculo que depende de las condiciones experimentales que seran 

20 empleadas y del largo del gel en el que se realizara la electroforesis, 

-se energiza el sistema y se realiza la electroforesis de las moleculas de ADN sobre el gel 
de caras planas, Hevando a cabo la recirculation de la soiucion tampon a alto flujo. 
A modo de resumen, las camaras de esta invention son pequenas, poseen distancias 
entre sus electrodos de polaridades opuestas que determinan todas sus dimensiones. A 

25 pesar de que son camaras electroforeticas pequenas ; sus geles son [o suficientemente 
largos para evidenciar la separacion de las grandes moleculas de ADN en patrones de 
bandas. Por tanto, las camaras admiten gran cantidad de muestras, lo cual las convierte 
en una nueva herramienta para estudios que requieran resultados rapidos y la 
comparacion de los resultados que brindan numerosas muestras. Este proceso puede 

30 realizarse en poco tiempo, con poco gasto de reactivos y de material bioiogico. 

A continuation se muestran varios ejemplos de realization de las camaras y accesorios 
provistos en esta invention. 
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Ejemplos de Realizacion: 

Ejemplo 1. Camaras con zonas utiles de eiectroforesis multiples; multiminicamara 
TAFE tipo I. 

En la figura 1 se muestra una vista isometrica en explosion de ia camara 1. En la vista se 
rnuestran los cuatro electrodos 2 en configuracion TAFE conventional. La anchura 3 de la 
camara es de 316 mm, la altura 5 es 74 mm y la profundidad 6 es de 114 mm. Tambien 
se senalizan las paredes frontales 8 y laterales 9 de ia camara. El fondo 18 de la camara 
posee la excavation 7 sobre la cuai descansa el marco 16 donde se funden los minigeles 
20 que emplea esta camara. En las paredes laterales 9 se ubican las ranuras 4 por las 
cuales se desliza el marco 16. Las dimensiones del marco son: 48 mm de altura, 320 mm 
de ancho y 5 mm de grosor. Este marco soporta 4 minigeles 20 de 38 mm de altura y 
71.25 mm de ancho. Se muestra la ubicacion de los pocillos 21 en los minigeles 20. Esos 
pocillos se forman al coiocar un peine cuyos dientes son de 3 mm de ancho y se separan 
entre si 2 mm. 

La figura 1 muestra un esquema tridimensional de Ia tapa 22 ; de los bloques 17 que se 
colocan para eliminar de ia camara las regiones ZNU, y de los bloques 15 que se colocan 
para eliminar de la camara las regiones ZUE. 

La figura 2 muestra los detalles de la vista lateral de la camara 1. Senaltzado con cruces 
(+) se muestra la ubicacion de los extremos de ios electrodos 2 en dicha pared, con los 
catodos colocados en su parte superior y los anodos en la inferior. Los electrodos son de 
316 mm de longitud y se colocan paralelos con la pared frontal (8 en la figura 1) de la 
camara. En el centro de la pared lateral (9 en ia figura 1) y equidistante de los anodos o 
catodos se ubica la ranura 4 por donde se desliza el marco 16 que contiene los minigeles, 
o solo los minigeles de 5 mm de espesor. Sombreados con lineas inclinadas se muestra 
la ubicacion de los bloques 17 que eliminan de la camara !as regiones ZNU. Ia tapa 22 de 
la camara y el fondo 18. Las caras extemas cie ios bloques 17 son paralelas a las paredes 
frontales 8 de la camara, mientras que sus caras internas pueden formar un pequeho 
angulo con el piano que contiene al catodo y al anodo de un mismo lado del gel. Existen 
tantos bloques 17 como regiones ZUE haya en ia camara. Los bloques 15 se emplean 
para ocluir regiones ZUE. 



WO 01/94932 PCT/CUO 1/00003 

48 



cuatro regiones ZUE. En las regie 



La camara 1 (figura 1) pd^re cuatro regiones ZUE. En las regiones ZUE activas se 
colocan los bloques 17 (figura 2) que eiiminan las regiones ZNU. Para ociuir ias regiones 
ZUE que se inaciiven, se sustiiuyen ios bloques 17 (figura 2) por los bloques 15 (figura 2) 
de seccion rectangular. En las regiones ZUE inactivas no se coloca minigel. 
5 Para fundir los minigeles 20 (figura 1) se coloca el marco 16 (figura 1) sobre una placa de 
acrilico, teflon u otro material apropiado y se ubica el peine, o peines aislados. Con 
posterioridad, se vierte la agarosa, como se hace convencionalmente y se cubre con 
placas apropiadas. 

Para efectuar la electroforesis se colocan las muestras en ios pocillos 21 de los minigeles 

10 (20, figura 1), estos se colocan en la camara (1, figura 1), deslizando el marco (16, figura 
1) por las ranuras (4, figura 1). Las ZUE que no seran empleadas se ocluyen con los 
bloques (15, figura 2) y en las ZUE que se emplearan se colocan los bloques (17, figuras 
1 y 2). La camara (1, figura 1) se llena con la solucion tampon y los electrodos (2. figura 1) 
se energizan a traves de la unidad de conmutacion de los campos electricos mediante 

15 una fuente de poder. Para mantener la temperatura constante se recircula solucion 
tampon fria. Las mangueras de entrada y salida para el enfriamiento de la solucion 
tampon se colocan en las paredes frontales (8 en la figura 1 ) de la camara 1. 
La figura 3 muestra los 52 patrones de bandas 24 que brindaron los cromosomas de S. 
cerevisiae en los cuatro minigeles (20 en la figura 1) de la camara (1, figura 1). Esos 

20 patrones fueron obtenidos a 8,33 V/cm, 15 °C ? en agarosa 1.5%, solucion tampon TBE 
0,5X, 12 horas de electroforesis y 80 segundos de duracion de los pulsos electricos. Los 
minigeles fueron fundidos en el marco (16 en la figura 1 ) como se describio anteriormente. 
Con experimentos realizados en la camara (1, figura 1), empleando la solucion tampon 
TBE 0,5X T 1.5% de Agarosa (Lachema), una, dos. tres o las cuatro regiones ZUE, y para 

25 altura constante de tampon, se obtuvo para la ecuacion iV: 

C(vasija) = a 0 + ai (d / L) °' 1 

Donde a 0 = -0,786 y a<i= 1,047 y poseen vananzas de 1,451 •10" 4 y 1,6949 •10" 4 
30 respectivamente. Ambos coeficientes difirieron significativamente de cero. Se obtuvo 
ademas para la ecuacion VIII 



Rp a5 = -1.522 + Re • 2.1096 * 10 ~ 2 + 87.31 A/ Dc + Temperature • 2.2697 • 10~ 2 



WO 01/94932 PCT/CU01/00003 




Los coeficientes de ias ecuaciones se determinaron con mediciones de Vdc' e 'Idc' en las 
camaras. Lo que permitio estimar f io : y \os vaiores maximos de E que pueden apiicarse en 
camaras MultiMiniTAFE (Tabla 3). Los resultados estan caiculados para las fuentes de 
5 poder mas empleadas en ECP. Este procedimiento se uso para seleccionar las 
dimensiones de las camaras que fueron construidas. Como era de esperar, la polarizacion 
del eiectroiito 'lo' no depende linealmente de! campo. 
Para ia constante de agotamiento se obtuvo: 

10 k = -3,6365 .10 -2 + Campo • 1,6135 .1(T 2 

Tabla 3. Intensidades maximas de campo electrico ('E') que pueden apiicarse en camaras 
muitiminiTAFE de diferentes anchos : empleando varias fuentes de poder ECP. 



Fuente de 


Ancho 

I VI I V_/l 1 


F voit/rm 


f— \/nit/r*m 

1— V 1 L/ OI ( 1 


t_ vUH/L-1 1 1 


c vuu/crn 


t voii/crn 


Poder 


cm 


T= 10 °C 


T =15 °C 


T= 20 °C 


T= 25 °C 


T= 30 °C 




10 


25,8 


22,6 


19,9 


17,4 


15,4 


Imax=0,4 


20 


17,4 


15,4 


13,5 


11,9 


10,6 


Vmax=500 


30 


13,0 


11,5 


10,3 


9,1 


8,1 


Pmax=200 


40 


10,3 


9.1 


8,1 


7,2 


6,4 




50 


8,2 


7,3 


6.5 


5,8 


5,3 

I 




10 


49,6 


46,4 


43.5 


40,8 


37,9 


lmax=1 ,0 


20 


40,6 


37,9 


33.5 


29,5 


26,0 i 


Vmax=600 


30 


32,3 


28.6 


25 3 


22,3 


19.9 1 

1 


Pmax=300 


40 


25,3 


22.4 


1 9 9 


'7.7 


15,7 

i 




50 


20,3 


17,9 


75.9 


14,2 


12,6 ! 




10 


38,3 


38,3 


38,3 


38,3 


38,2 


!max=2,0 


20 


38,3 


38,2 


35,8 


33,6 


31,7 


Vmax=300 


30 


35,3 


33,1 


31,2 


29,2 


27,6 i 


Pmax=300 


40 


31,2 1 


29,3 ; 


27,6 


26,0 


24,5 




50 


27,8 ; 


26,2 


24.6 


23,3 


21,9 j 

i 



15 
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ss 11, 111, IV y V. lmax: corriente maxima (en Amperes) de 
salida de la fuente, Vmax: voltaje maximo (en volts) de salida de la fuente, Pmax: potencia 
maxima (en Watt) de salida de la fuente. Los vaiores de : E ? se estimaron para el 85% de 
lmax T Vmax y Pmax de las fuentes de poder empleadas. 

Por otro iado, de acuerdo con las ecuaciones ajustadas si se emplea una fuente de poder 
cuya salida maxima de potencia es 200 Watt y OA A. se obtendra que cuando se usan la 
cuatro camaras, 20°C, los vaiores de 'E 5 cercanos a 10 V/cm requieren que la solucion 
tampon se reemplace cada una hora, io cual indica que cuando se emplean las cuatro 
reg j 0nes 2UE la camara no es eficiente para esos vaiores de campo electrico. En el 
ejemplo de la figura 3, los patrones de bandas de ADN cromosomales de S. cerevisiae 
contenidas en las 52 muestras se obtuvieron en solo 12 horas, pero fue necesario 
cambiar 1 L de solucion tampon despues de 7 horas de electroforesis. Ese tiempo 
coincide con lo predicho por las ecuaciones. 

Puede disenarse una variante de la camara anterior que no emplee los bloques (17, figura 
1) que eliminan las regiones ZNU. Sus ventajas y deficiencias son similares a la de la 
anterior, pero emplean mayor cantidad de reactivos, la corriente electrica y por tanto, la 
potencia que se genera en ellas es mayor. No obstante ia solucion tampon demora mas 
tiempo en agotarse. Tambien pueden disenarse variantes de estas camaras con 
configuracion TAFE invertida. El diseno de camaras con electrodos ordenados en 
configuracion TAFE invertida se muestra a continuacion en ei ejemplo de camaras tipo II. 
De acuerdo con los principios anteriores se Sogra que sea variable la cantidad de ZUE que 
puede ser activada en este tipo de camara ; el numero de minigeles que empleara en un 
experimento, y el volumen de reactivos ('Bnt') oor experiments Tambien se logra 
variabilidad en la cantidad maxima de muestras ('Nt') que pueden analizarse 
simultaneamente en una coeiectroforesis. 

Ejemplo 2. Camaras con zonas utiles de electroforesis multiples: multiminicamara 
TAFE tipo 11, 



Las figuras 4-7 muestran varias vistas de una camara tipo II de 3 miniplataformas 
desmontables de electrodos. 
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La figura 4 muestra la 



lateral en explosion de un c< 



de la camara 34, la 



miniplataforma desmontable de electrodos 25 y ei marco 30 que sostiene al gel 31 y las 
muestras 36. En la miniplataforma 25 !os catodos 26 estan en ei fondo de la camara, 
mientras que los anodos 27 estan en la parte superior (configuracion TAFE invertidaj. Las 
5 paredes exteriores 28 juegan el mismo papel que los bloques 17 de las camaras tipo I 
(figuras 1 y 2), es decir, eliminan las regiones ZNU. En la parte central de la 
miniplataforma esta presente la ranura 29 por donde se desliza el marco 30 que contiene 
el minigel 31 de esa miniplataforma. Las piezas 40 de las miniplataformas 25 contienen 
los conductos 41 por donde pasan las mangueras para la recirculacion de la solucion 

10 tampon en la camara. 

Se muestra ademas las paredes frontales 33 de ia camara 34 donde pueden colocarse 
opcionalmente las miniplataformas 25. En la camara 34, las paredes de las 
miniplataformas 28 poseen una ranura 32 para comunicar toda la solucion tampon que 
circuia por la cubeta. Durante ei montaje o desmontaje de las miniplataformas, las piezas 

15 40 se deslizan por ranuras 35 hechas en las paredes frontales 33 de la camara 34. 

La figura 5 muestra la vista superior de la camara 34 con sus tres miniplataformas de 
electrodos 25 colocadas. 

La figura 6 muestra una vista superior de la camara 34 y de algunos detalles descritos en 
las figuras anteriores. En la vista se esquematiza que en la camara solo se coloco una 
20 miniplataforma de electrodos 25. Las dos regicnes restantes, donde se podrian ubicar 
otras dos miniplataformas, se ocluyen con las piezas 42 que se construyen de un material 
de elevada constante dielectrica. 

La figura 7 muestra la vista superior de la tapa 55 : los conectores 43 y 45 y las 
conexiones electricas 44 y 46. Los catodos (26 en la figura 4) de las tres miniplataformas 

25 se conectan en paralelo mediante los conectores 43 y las lineas electricas 44, mientras 
que los anodos (27 en la figura 4) se conectan en paralelo mediante los conectores 45 y 
las lineas electricas 46. De esta forma los electrodos de todas las miniplataformas 
adquieren continuidad. En esta camara cada miniplataforma -tiene su marco 30 para 
sostener el gel 31 (figura 4). Las muestras (36 en la figura 4) se colocan en la parte 

30 inferior del gel, pues los electrodos estan ordenados en configuracion TAFE invertida. 

Para ilevar a cabo las electroforesis en esta camara, primero se decide cuantas 
miniplataformas 25 (figura 4) se activaran y las restantes se ocluyen o inactivan con las 
piezas 42. Se funden los minigeles 31 de manera similar a como se realiza en las 
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muestras. Despues se colocan 
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las miniplataformas los 



marcos conteniendo los minigeles y muestras. Estos pueden depositarse en la camara 
antes o despues de anadir la solucion tampon. Una vez ccncluido el proceso, se conecta 
la tapa y los electrodos se energizan a traves de la unidad de conmutacion de los campos 
5 electricos, la que se conecta a la fuente de poder. 

Ejemplo 3. Camaras con zonas utiles de electroforesis unicas: mintcamara CHEF. 

En la figura 8 se muestra un esquema de una mini-camara de tipo CHEF. Dentro de un 
10 arreglo hexagonal de dieciocho electrodos 60 se coloca un gel 61 de agarosa u otro 
material que al poiimerizar forme una matriz. El gel 61 se fija en su posicion con soportes 
en forma de escuadra 62 pegados a una base 63 que se introduce en una depresion 69 
del piso de la camara. Dentro del gel 61 se colocan los bloques 64 del mismo material del 
gel conteniendo moleculas de ADN inmovilizadas de talla cromosomica. Los bloques 64 
15 conteniendo las moleculas de ADN se colocan en posicion tal que al ser sometidos a un 
campo electrico de determinada intensidad y que alterna su direccion de aplicacion 
permite la separacion de las moleculas de acuerdo con su talla en un patron con bandas 
rectas y reproducibles entre las carrileras. La camara se ilena con una solucion tampon 
para permitir la movilidad de las moleculas. 
20 La temperatura, pH, concentracion y otros parametros de la solucion deben mantenerse 
homogeneos en toda la camara y constantes durante todo el proceso de separacion 
electroforetica de las moleculas. Por esta razon se mantiene un intercambio constante 
entre la solucion de la camara y un volumen extra que se coloca en un medio 
termostatado. 

25 Para lograr la homogeneidad de la solucion es importante que la recirculacion de la 
misma se efectue a un fiujo elevado. La solucion se anade a la camara por la entrada 65 y 
se recoge por la salida 66. Despues de la entrada 65 y antes de la salida 66 se encuentra 
un sistema 67 para limitar la formacion de turbulencias en la solucion. En la figura se 
senalan dos laminas de tipo A 67 que se desensamblaron para que se pueda ver la 

30 lamina de tipo B en el fondo de la camara. Las turbulencias en la solucion afectan la 
homogeneidad del campo electrico en la camara y provocan distorsion en los patrones de 
bandas. 
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En la tabla 4 se presentarWfgunas dimensiones fisicas de minTCamaras CHEF que no 
limitan el alcance de esta patente pero son ilustrativas de las camaras que se desean 
proteger. 



Tabla 4. Parametros reaies en algunas mini-camaras de tipo CHEF. 



L/amara 


IvliniL/rl tr 1 


iviiriionizr z 


MiniPHFF ^ 


Separacion entre electrodos de polaridad 


11,6 


6,2 


1 1 ,D 


opuesta (cm) 








uaniiaaQ ue eieciroaos 


1 O 


I o 


ou 


Area de la base de la camara (cm^) 


272 


94 


272 


incluyendo el limitador de turbulencias 








Volumen de solucion tampon en la 


225 


80 


225 


camara (mL) 








Dimensiones del gel cuadrado (cm) 


4x4x0,5 


2,2x2,2 x 0,2 


4x4x0,5 


Dimensiones del gei rectangular (cm) 


7x4x0,5 


3,6x2,2x0,2 


7 x 4 x 0,5 


Cantidad de muestras de 0,15 cm de 


27 


13 


27 


ancho en el gel rectangular 









Ejemplo 4. Camaras con zonas utiles de electroforesis unicas: minicamara TAFE. 

10 

En la figura 9 se muestra un esquema de una mini-camara de tipo TAFE de configuracion 
de electrodos de tipo TAFE invertido. El gel 71 que es tambien de agarosa u otro material 
que al polimerizar forme una matriz se coloca verticalmente en medio de los dos 
electrodos positives 72 y los dos negativos 73. Los bloques 74 que contienen las 

15 moleculas de ADN se colocan en posicion-tal que al ser sometidos a un campo electrico 
de determinada intensidad y que alterna su direccicn de apiicacion permite la separacion 
de las moleculas de acuerdo con su talla en un patron de bandas recto. La camara se 
llena con una solucion tampon para permitir la movilidad de ias moleculas. Para la 
recirculation de la solucion, esta se anade a la camara per la entrada 75 y se recoge por 

20 la salida 76. Despues de la entrada 75 y antes de la saiida 76 se encuentra un sistema 77 
para limitar la formation de turbulencias en la solucion. 
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En la tabla 5 se presentan^gunas dimensiones fisicas cie ias^riini-camaras MiniTAFE 
que no limitan el alcance de esta patente pero ilustran las camaras que se desean 
proteger. 



5 Tabla 5. Parametros reales en algunas mini-camaras de tipo TAFE. 



Camara 


Ivlini I Ah b 1 


ivlini I Ar t Z. 


Separacion entre electrodos de polaridad opuesta (cm) 


7,8 


10 


Area de la pared donde se fijan los electrodos icnr) 


127,7 


166,8 


incluyendo el limitador de turbuiencias 






Dimensiones de la camara (cm) 


15.2 x 7,1 x8,4 


20,1 x 6 x 8,3 


Volumen de solucion tampon (mL) 


530 


800 


Dimensiones del gel (cm) 


7 x 4 x 0,5 


6,3x5,2x0,4 


Cantidad de muestras de 0,15 cm de ancho 


27 


24 



Ejemplo 5. Parametros electricos de algunas mini-camaras de esta invencion 

La distancia entre los electrodos de polaridad opuesta que tienen estas camaras (menor o 
igual a 15,0 cm) permite aplicar campos electricos de hasta 25 V/cm en el TAFE y 16 

10 V/cm en el CHEF, cuando se llenan con TBE 0 : 5X (TBE 1X: Tris 89 mM, Acido borico 89 
mM, EDTA 2 mM, pH 8,3), empleando fuentes de coder cuya salida de potencia maxima 
no excede 300 Watt y a voltajes menores a 375,0 V. La resistencia electrica de estas 
camaras es de varios miles de Ohm, esto es debido al poco volumen de solucion que se 
emplea. Por esta razon se pueden alcanzar intensidades de campo electrico elevadas 

1 5 utilizando fuentes de poca potencia maxima. 

En la tabla 6 se muestran los parametros electricos y el consumo de energia electrica de 
algunas camaras como las que se presentan en esta invencion. En este caso las 
mediciones se hicieron con los volumenes de soiucion TBE 0,5X descritos en las tablas 4 
y 5 a una temperatura de 20 °C. 

20 



Tabla 6. Parametros electricos de ias mini-camaras CHEF y TAFE. 



Camara 


MiniCHEF 


I 


MiniTAFE 1 


Campo electrico aplicado (V/cm) 


10 


1 6 


8 20 


Voltaje aplicado (V) 


116.0 


165.5 


62.4 156.0 


Intensidad de Corriente (mA) 


85,0 


139, S 


63.4 168,0 


Potencia aplicada (Watt) 


9,8 


26,0 


4,0 26,2 
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Ejemplo 6. Forma defijar^^ electrodos en las camaras CHg^y TAFE 

En la figura 10 se muestra la forma en que se fijan los electrodos de [as mini-camaras de 
tipo CHEF y en ias mini y minimuiticamaras TAFE en sus posiciones. Los electrodos son 
un alambre 81 de platino de diametro aproximado 0,05 cm. Ellos son los que trasmiten la 
5 energia electrica desde un circuito electronico externo hacia la solucion que se encuentra 
en el interior de las camaras para establecer el campo electrico que provoca la migracion 
y separacion de las moleculas de ADN. 

El fondo 82 de las camaras de tipo CHEF y dos de los laterales 83 (los rnismos que 
sostienen el gel) de las camaras de tipo TAFE se perforan para permitir el paso del 
10 alambre de platino que formara el electrodo. Para mantener fijos los electrodos e impedir 
la fuga de solucion por estos orificios se insertan los alambres 81 en la luz de un tapon 
elastico 84 u otro material muy flexible que se adapte perfectamente al orificio y al 
alambre 81 aunque este adelgace con el uso. 



15 Ejemplo 7. Ejemplo de sistema para preparar qeles con caras planas 

Un elemento esencial para la obtencion de patrones de bandas rectos y reproducibles en 
estas camaras es la forma de los geles 61 y 71. Las caras de estos deben ser 
perfectamente planas o se alteraria la homogeneidad del campo electrico en su interior y 
se distorsionana el patron. En la figura 1 1 se muestra la vista posterior de los accesorios 

20 que se emplean para preparar los geles 61 y 71. 

Los geles 61 y 71 se preparan sobre una base 91 de superficies planas y suficientemente 
grande como para contener un marco 92. El espesor del marco 92 determinara el grosor 
del gel que se fundira. Las dimensiones del espacio interior 93, tambien de superficies 
planas, determinaran el ancho y el largo de los geles 61 y 71. 

25 En el penmetro exterior del marco 92 se encuentran las ranuras 94. Las mismas se 
encuentran cerca y a la misma distancia de uno de los bordes del marco 92. En las 
ranuras 94 se insertaran ias patas 96 del peine 95 por lo que el ancho de las ranuras 94 
es el mismo que el de las patas 96. La profundidad de ambas ranuras 94 es la misma y de 
forma tal que la distancia entre las caras interiores de las ranuras 94 sea igual a la 

30 distancia entre los bordes interiores de las patas 96. 

El peine 95 tiene, ademas, dientes 97 cuyos grosores se afinan para que sus secciones 
transversales sean iguales a la de los bloques 64 y 74. Los dientes 97 quedan hacia una 
de las caras del peine 95 y su longitud es igual al grosor del marco 92 menos 1 ,0 mm, por 
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detras de los peines qued, 



escalon. Las patas 96 iienen e: 



misma longitud. En la 



figura 11 se muestra la ampliacion de uno de los dientes 97 y donde se aprecia el 
escaion. 

La tapa 100 es de caras planas y uno de sus bordes esta rebajado en forma de cuna 101, 
5 por lo que una de las caras planas es mayor que la otra. Se muestra la ampliacion de una 
seccion del borde en forma de cuna 101. El ancho de la tapa 100, al menos por el borde 
rebajado en forma de cuna 101, es mayor que el ancho del espacio interior 93 del marco 
92. 

La tapa 103 tiene tambien caras planas excepto por un borde donde tiene el saliente 104 
10 de 0,1 cm de espesor. Se muestra la ampliacion de una seccion del saliente 104. El ancho 
del saliente 104 es mayor que el del espacio interior 93 del marco 92 pero menor que la 
distancia entre las caras interiores de la patas 96. El peine 105 es similar al peine 95 pero 
sus dientes 106 son 0,2 cm mas cortos. 

Para preparar el gel se coloca ia base 91 sobre una superficie horizontal, sobre ella se 
15 pone el marco 92 con las muescas hacia atras. El peine 95 se inserta en las ranuras 94 
de forma que los dientes 97 queden hacia delante. Luego se pone la tapa 100 sobre el 
marco 92 y por delante del peine 95 con la cara plana mayor hacia abajo y el borde con la 
rebaja 101 en forma de cuna pegado al peine. Las flechas indican la direccion en que se 
ensamblan los accesorios. El conjunto se inmoviliza apretando el marco 92 contra la base 
20 91 con ayuda de presillas u otro dispositive Por detras del peine 95 se vierte la agarosa u 
otro material que al polimerizar forme una matriz. La temperatura de este Kquido en el 
caso de las agarosa fundida es de 65 a 70 °C. Para otros materiales puede variar la 
temperatura a que se vierte. El volumen de gel fundido a anadir debe ser suficiente para 
llenar la cavidad que queda entre la base 91, las paredes del espacio 93 del marco 92 y la 
25 tapa 100 y que se forme un menisco detras del peine 95. Luego se coloca la tapa 103 con 
ia cara plana hacia abajo y el borde saliente 104 pegado al peine 105 por detras, esto 
elimina el volumen de gel fundido sobrante. Todo el conjunto se deja reposar hasta que el 
material solidifique. 

Cuando el gel 61 6 71 se haya formado se retira el peine 95 y se colocan los bloques 64 6 
30 74 en los pocillos 107 formados al retirar los dientes 97. Como la seccion transversal de 
los dientes 97 es igual a la de los bloques 64 y 74 estos quedan uniformemente colocados 
a todo lo ancho y a la misma distancia del borde del gel 61 6 71. Cuando se han colocado 
todos los bloques 64 y 74 que se deseen, se empujan hacia adentro del gel 61 6 71 con 
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ayuda del peine 105 y entoi 



m 



quedan tambien a la misma pre 




idad. 



Al utilizar adecuadamente los accesorios descritos se preparan geles de caras 
perfectamente plar.as y les bioques con las moleculas de ADN inmoviiizadas quedan 
perfectamente alineados. Esta es una de las condiciones necesarias para obtener 
5 patrones de bandas rectos y repetitivos. 

Ejemplo 8, Tipos de geles de las mini-camaras CHEF. Forma de colocarlos en las 
mini-camaras. 

En las mini-camaras de tipo CHEF se puede colocar geles de diferentes tamanos. Para 
10 fijar el gel 61 (figura 12) en una posicion fija durante la electroforesis se utiliza una base 
63 rectangular de plastico o acrilico. Sobre la base 63 se colocan cuatro piezas 62 en 
forma de escuadra. Las escuadras 62 se colocan de forma que rodeen las cuatro 
esquinas de un rectangulo o cuadrado donde se colocara el gel 61. La distancia entre las 
caras interiores de las escuadras 62 es igual a las dimensiones (largo y ancho) del gei 61 
15 que se colocara. La altura de las escuadras 62 no debe ser mayor de 0,2 cm para que no 
se conviertan en obstaculos que deformen el campo electrico que se establece en la 
camara. 

La base 63 se coloca en el fondo de ia camara en el centro de los electrodos 60. En esta 
zona de la camara se encuentra una depresion 69 con forma rectangular y con las 

20 tnismas dimensiones de la base 63. La profundidad de la depresion 69 es igual al espesor 
de la base 63 para que el gel 61 quede a nivel con e! resto del piso de la camara. La base 
63 tiene algunas rebajas 111 en las bordes y las esquinas para facilitar su extraccion 
cuando termina el experimento. Todas las bases 63 son identicas excepto por la posicion 
de las escuadras 62. De esta forma se pueden utilizar geles 61 de diferente tamano en la 

25 misma camara. Es importante que todo el sistema garantice que el gel 61 quede 
perfectamente centrado durante las electroforesis para obtener los patrones 
electroforeticos rectos y reproducibles. 

Al realizar una electroforesis se toma el gel 61 con los bioques 64 que contienen las 
moleculas de ADN colocados (preparado con ayuda ae los accesorios descritos en el 
30 ejemplo 7) y se coloca sobre la base 63 entre las cuatro escuadras 62. Luego se toma ia 
base 63 con el gel 61 encima y se coloca en la depresion 69 del fondo de ia camara. Es 
importante que los bioques 64 queden hacia la zona donde se encuentran los catodos 
puesto que las moleculas de ADN en solucion y a pH neutro se cargan negativamente y 



WO 01/94932 



PCT/CU01/00003 




58 




migran hacia los anodos. Culmb se termina la electroforesis el^el 61 se extrae para 
tenirlo y visualizar el patron de bandas. Si se desea utiiizar un gel 61 de diferente tamano 
o limpiar ia camara se extrae ia base 63 introduciendo un palilio en las rebajas 111 de ia 
base 63 y haciendo palanca. 



Eiemplo 9. Sistema para tensar los electrodes de las mini-camaras TAFE. 

Los electrodos de las mini-camaras TAFE pueden distenderse con el uso. En la figura 13 
se muestra un dispositivo para tensar los alambres de platino 81 que forman los 
electrodos. El vastago 115 tiene una rebaja en forma de cintura 116 en la que se perfora 
10 un orificio 117 de diametro ligeramente superior al del atambre de platino 81. El alambre 
81 se introduce por el orificio 117 y se hace girar el vastago 115 con ayuda de un 
destornillador a traves de la ranura 118 hasta tensar el alambre 81. Para fijar la posicion 
del vastago 115 se utiliza un prisionero 119 que se afloja antes de tensar el alambre 81 y 
se aprieta luego. 



Eiemplo 10. Sistema limitador de turbulencias en las mini-camaras CHEF 

Las mini-camaras de tipo CHEF poseen un sistema que iimita la formacion de 
turbulencias en la solucion, permitiendo as! la recirculation de la solucion a flujos altos. 
En la figura 14 se muestra en detalle el sistema que iimita la formacion de turbulencias en 
20 la solucion para las camaras de tipo CHEF. El mismo esta formado por laminas 
impermeables de tipo A 121 y de tipo B 122 de un material de elevada constante 
dielectrica para no afectar el campo electrico aplicado. 

Las laminas de tipo A 121 son mas altas y se colocan despegadas del piso de la camara 
de forma que la solucion no pueda nunca desbordarse por encima de elias sino que 
25 siempre pase por debajo. Las laminas de tipo B 122 son mas bajas, se pegan al piso de la 
camara y su altura es siempre mayor que la separation entre las laminas de tipo A 121 y 
el piso de la camara. 

Las laminas de tipo A 121 y de tipo B 122 se colccan alternadamente comenzando y 
terminado con una lamina de tipo A 121 y colocando entre eilas laminas del tipo B 122. 
30 Los conjuntos de laminas de tipo A 121 y de tipo B 122 se colocan despues de la entrada 
65 y antes de la salida 66 y se puede poner tantas laminas de tipo A 121 y de tipo B 122 
como se desee hasta 1,0 cm de distancia de los electrodos. 

La solucion es inyectada por la entrada 65 y pasa alternadamente por debajo de las 
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laminas de tipo A 121 y por^Pfma de las laminas de tipo B 122^5ta trayectoria sesgada 
(indicada por las flechas) va amortiguando los cambios de presion que se producen en la 
inyeccion de forma tal que ai pasar por encima del gel 61 el flujo de soiucion es casi 
constante y no posee turbulencias. 
5 En el otro extremo de la camara donde se recoge la soiucion por la salida 66 ocurre el 
mismo proceso. 

Ejemplo 11. Sistema limitador de turbulencias de las camaras TAFE 

Las camaras de tipo TAFE con ZUE unicas o multiples tambien poseen un sistema que 
10 limita la formacion de turbulencias en la soiucion, permitiendo asi la recirculacion de la 
soiucion a flujos altos. 

En la figura 15 se muestran detalles del sistema de limitacion de turbulencia en la soiucion 
de las mini-camaras de tipo TAFE con ZUE unica. 

El sistema esta formado por laminas impermeables 131 de material de elevada constante 
15 dielectrica que ocluye totalmente el paso de la soiucion que se inyecta por la entrada 75 y 
se recoge por la salida 76 excepto por las ranuras 132. Las variaciones de presion que se 
producen en la soiucion al ser inyectadas y extraidas de la camara son amortiguadas en 
las cavidades 133 y al pasar por la zona donde esta el gel 71 el flujo de la soiucion es casi 
constante y no provoca turbulencias. Las flechas indican la trayectoria que sigue el 
20 tampon desde que se inyecta por la entrada 75 hasta que se recoge por la salida 76. 

El flujo maximo que puede aplicarse a estas camaras sin que se formen turbulencias en la 
soiucion de forma apreciable varia con el tamaho y volumen de las camaras. En la tabla 7 
se muestra el flujo maximo que pudo ser alcanzado en algunas de las camaras como las 
que se presentan en los ejempios 3 y 4 sin que se formaran turbulencias apreciables en la 
25 soiucion. 

Tabla 7. Flujo maximo de recirculacion de la soiucion tampon en las mini-camaras de ECP 
sin que se formen turbulencias en la soiucion. 



Camara 



Volumen 



Flujo maximo sin Tiempo de recambio de 
turbulencias (mL/minuto). la soiucion (minutos). 



(mL) 



MiniCHEF 1 



225 



100 



2,25 



MiniTAFE 1 



530 



280 



1,89 



WO 01/94932 



PCT/CU01/00003 




60 



Tiempo de recambio de la sffucion se refiere al tiempo que se necesita para cambiar todo 
el volumen de la solucion en la camara. 

Ejempio 12. Sistema para preparar los bloques de muestras. 

5 Como ya se menciono es imprescindible disponer de bloques de muestras identicos en 
formas, dimensiones y concentration de ADN para obtener reproducibiiidad en los 
patrones de bandas. Esos bloques a su vez deben poseer dimensiones y formas similares 
a la de los pozos formados en el gel de electroforesis. 

En la figura 16 se muestra uno de los sistemas disenados para obtener bloques con las 
10 caracteristicas mencionadas en el parrafo anterior. El sistema esta compuesto por el 
aplicador 141, el manipulador 142, el formador de bloques 143, su tapa 144 y el cortador 
de bloques 145. 

En el ejempio, el formador de bloques 143 es una iamina rectangular (7 x 6 ; 9 x 1 cm 
longitud x ancho x espesor) de acrilico, goma o silicona con caras planas y pulidas; una 
15 de las caras de mayor area tiene once ranuras superficiales 146 que son rectangulares y 
paralelas. Ellas estan espaciadas a todo lo ancho, de tal forma, que el ancho de la ranura 
coincide con el alto del bloque de muestra 148 y la profundidad de la ranura 146 coincide 
con el grosor de los bloques de muestras 148. 

Sobre la cara ranurada del formador de bloques 143 se coloca la tapa 144, la cual es otra 
20 lamina rigida de acrilico o vidrio completamente plana. Ambas partes, 143 y 144 se 
mantienen unidas para garantizar la hermeticidad entre los canales de fundicion que 
forman las ranuras 146. Con la ayuda de una pipeta se rellenan las ranuras con una 
suspension de celulas en agarosa apoyando la punta de la pipeta en el extremo de cada 
uno de los canales de fundicion. La mezcla se vierte con cuidado de llenarlos 
25 completamente y se deja en reposo el sistema hasta que la agarosa solidifique. 

La tapa 144 se retira, deslizandola transversalmente a las ranuras 146 para no arrastrar 
las tiras 147 de la agarosa solidificada. Las tiras 147 se cortan en pequefios bloques 148 
con el cortador 145. Para ello se apoya el filo de los dientes 149 perpendicularmente y sin 
corrimientos contra la cara inferior de cada ranura 146. La distancia entre los dientes del 
30 cortador definen el ancho de los bloques 148 r de esta forma se garantiza que todos los 
bloques 148 que contienen las muestras de ADN queden con la misma forma y 
dimensiones. 
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Una vez cortados los bloques 148, el aplicador 141 se usa para arrastrarlos por las 
ranuras 146 y asf dejarlos caer en los recipientes que contienen las soluciones de 
iratamiento de las celulas. El aplicador 141 tambien sirve para colocar los bloques 148 en 
los pocillos 107 (figura 11) del gel de electroforesis. El manipulador 142 se utiliza para 
5 extraer los bloques del recipiente donde se tratan para la preparacion de las moleculas de 
ADN o del frasco donde se almacenan para su conservacion. 

Eiemolo 13: Patrones de bandas de los cromosomas de Saccharomyces cerevis iae 
seoarados en una mini-camara TAFE (con un a ZUE unica). 

10 En la figura 17 se muestra un ejemplo de electroforesis en una mini-camara TAFE de 7,8 
cm de distancia entre los electrodos de polaridades opuestas. Esa mini-camara emplea un 
gel 151 de 7,0 cm de ancho y 4,0 cm de largo. En el gel 151 fueron depositados trece 
bloques 152 de 0,25 cm de ancho, 0,07 cm de grosor y 0,2 cm de profundidad. Los 
bloques 152 contenian los cromosomas intactos de Saccharomyces cerevisiae, los que 

15 fueron separados durante la electroforesis en los patrones de bandas 153 en cada una de 
las carrileras 154 del gel. Cada patron de bandas posee once bandas. Las condiciones de 
electroforesis fueron 60,0 segundos de tiempo de pulso, 7,0 horas de electroforesis, 
agarosa 1,5%, TBE 0,5X, 20 °C, 10,0 V/cm. La tincion del gel se realizo con bromuro de 
etidio. 

20 Estos resultados indican que la mini-camara TAFE brinda rapidamente buena separacion 
de las bandas en el patron electroforetico y resultados reproducibles en las diferentes 
carrileras del gel. 

Eiemplo 14: Reproducibilidad de los patrones de bandas o btenidos en mini- 
25 camaras CHEF. 

En la figura 18 se muestran los resultados de tres corridas electroforeticas en una mini- 
camara CHEF de 1 1 ,6 cm de distancia entre los electrodos de polaridades opuestas. Esa 
camara emplea geles cuadrados 161, 162 y 163 de 4,0 cm de lado. En los geles 161, 162 
y 163 fueron depositados siete bloques 164, 165 y 166 de 0,25 cm de ancho, 0,07 cm de 
30 grosor y 0,2 cm de profundidad. Los bloques 164, 165 y 166 contenian los cromosomas 
intactos de Saccharomyces cerevisiae, los que fueron separados durante la electroforesis 
en los patrones de bandas 168, 169 y 170 en cada una de las carrileras 171, 172 y 173 de 
los tres geles 161, 162 y 163. Las condiciones de electroforesis fueron 50,0 segundos de 
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tiempo de puiso, 3,5 horas de electroforesis, agarosa 1,5%, TBE 0,5X, 20 °C, 9 : 82 V/cm. 
La tincion del gel se realizo con bromuro de etidio. 

En la figura puede observarse que los patrones separados en cada gel 161, 162 y 163 
poseen igual cantidad de bandas en todas las carrileras. Ademas, cada banda 168, 169 y 
170 migro la misma distancia en las siete carrileras 171, 172 y 173 de un gel 161, 162 y 
163 cualquiera. Por otro lado, en cada carriiera 171, 172 y 173 de los tres geles 161, 162 
y 163 se aprecia el mismo patron electroforetico ; el que posee igual numero de bandas 
168, 169 y 170, indicando que la mini-camara brindo resultados reproducibles en 
experimented diferentes, los que se obtuvieron en un tiempo breve de 3,5 horas. 



10 



Breve descripcion de las figuras: 

Figura 1-3. Esquemas de camaras TAFE tipo I y patrones electroforeticos. 

Figura 1. Vista en explosion del esquema tridimensional de una camara TAFE tipo I con 

su arregio de electrodos en configuracion TAFE conventional, las ranuras por donde se 

15 desliza el marco, que contiene todos los minigeles de las cuatro ZUE de la camara y las 
muestras. Tambien se muestran esquemas tridimensionaies del marco, los minigeles y la 
tapa con los bloques que eliminan las regiones ZNU o eliminan regiones ZUE. 
Figura 2. Vista lateral de una camara TAFE tipo I, de los bloques que eliminan las 
regiones ZNU, del ordenamiento de electrodos en configuracion TAFE convencional y del 

20 bloque que ocluye las regiones ZUE que no se emplearan en una electroforesis. 

Figura 3. Patrones de bandas que brindaron los cromosomas de S. cerevisiae cuando 
fueron separados en los cuatro minigeles que emplea la camara TAFE tipo I de la figura 1 . 
Las moleculas fueron separadas a 8,33 V/cm, 15 °C, durante 12 horas de electroforesis 
en 1,5 % de agarosa, y solucion tampon TBE 0 5X y para 80 segundos de duracion de los 

25 pulsos electricos. A las 7 horas se reemplazo un litro de solucion tampon. 

Figuras 4-7. Esquemas de las caracteristicas distintivas de las camaras TAFE tipo li. 
Figura 4. Vista en explosion de un corte lateral de la camara TAFE tipo II, una de sus 
miniplataformas de electrodos en configuracion TAFE invertida con su marco y su gel y la 
ubicacion de las muestras en la parte inferior del gel. Las miniplataformas de electrodos 

30 son desmontables. 

Figura 5. Vista en planta de la parte supericr de la camara de 3 miniplataformas de 
electrodos en la cual se han colocado las tres miniplataformas. 
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tipo I como tipo !i pueden empWai 



16- Tanto las camaras tipo I como tipo II pueden empWar menos volumen de 

solucion tampon, ya que pueden eliminarse las regiones ZNU por donde pasan las 
Hneas de fuerza del campo eiectrico que no actuan sobre ei movimiento de las 
moleculas. 

5 17- Las camaras con los electrodos dispuestos en configuracion TAFE invertida son 
simples de construir y faciiitan la manipulation de los minigeles durante los 
experimentos. 

18-Los minigeles de las camaras TAFE tipo I y II emplean muestras delgadas, por lo que 
ahorran reactivos biologicos y reducen el tiempo de electroforesis. 
10 19-Las camaras con multiples ZUE son utiles para realizar estudios de epidemiologia 
molecular, analisis de ceparios, analizar cionajes en vectores YAC y BAC y cualquier 
otra aplicacion que involucre gran cantidad de muestras 
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1- Camaras de electroforesis de campos pulsantes de tipo TAFE (Transversal alternating 
Field Electrophoresis) o CHEF (Contour Clamped Homogeneous Electric Field) para la 

5 separacion de moleculas de ADN, donde se emplea un sistema para energizar los 
electrodos en las camaras y aiternar la direccion de aplicacion de los campos electricos 
asi como un sistema para recircular el tampon, caracterizada porque, 
i) poseen una o multiples zonas utiles de electroforesis que portan un minigel cada 
una, 

10 ii) sus dimensiones y el numero de muestras que pueden analizar dependen de la 
distancia 'd' que separa los pares de electrodos de polaridad opuesta, la cual 
puede estar comprendida entre 6,2 y 15 cm, y de las cantidades y tamanos de las 
zonas utiles de electroforesis, 

iii) no poseen zonas no utiles de electroforesis, (las zonas no utiles de electroforesis 
15 pueden ser excluidas de la camara mediante el empleo de materiales de elevada 

constante dielectrica), 

iv) poseen electrodos que se mantienen tenses por la accion de un sistema de fijacion 
en el CHEF y uno de fijacion y de tension en las de tipo TAFE, 

v) las camaras de tipo TAFE pueden ser de configuracion TAFE invertida. 

20 

2- Camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 1 caracterizada porque 
las camaras de tipo CHEF poseen una zona utii de electroforesis unica que puede portar 
un minigel rectangular o un gel cuadrado. 

25 3- Camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 2 caracterizada porque 
las dimensiones del minigel rectangular que se emplea en las camaras de tipo CHEF son 
d/3 centimetros de longitud y d/1 r 732 centimetres de ancho 'a', estando comprendidos el 
ancho entre 3,6 y 8,7 cm y la longitud entre 2,1 y 5 cm. 

30 4- Camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 2 caracterizada porque 
la longitud y el ancho 'a' del minigel cuadrado que se emplea en las camaras de tipo 
CHEF es de d/3 centimetros y estan comprendidas entre 2,1 y 5 cm. 
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5- Camaras de electrofcreHWTe acuerdo con la reivindicacion N^i caracterizada porque 
de la camara CHEF fueron excluidas las zonas no utiles de electroforesis de tal forma que 
las bases de las camaras poseen un area en centimetres cuadrados que se calcula a 
partir de 'd' segun la formula [2+(d/0,87)] • [6+d], donde los valores de las areas estan 
comprendidos entre 1 1 1 ,3 y 404, 1 cm 2 . 

6- Camaras de electroforesis de acuerdo con ia reivindicacion No. 1 caracterizada porque 
en las camaras de tipo TAFE su ancho V o dimension paralela a los catodos y anodos es 
de hasta 50 cm, camaras que en esa misma dimension pueden estar subdivididas en dos 
o mas zonas utiles de electroforesis (ZUE) las que portan un minigel cada una. 

7- Camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 1 caracterizada porque 
la longitud del minigel o de los minigeles que se emplean en las camaras de tipo TAFE es 
d • 0,515 centimetres, estando los valores comprendidos entre 3,2 y 7,7 cm. 

8- Camaras de electroforesis de acuerdo con ia reivindicacion No. 1 caracterizada porque 
empiea minigeles de ancho 'a' en los que se puede anaiizar en una corrida una cantidad 
maxima de muestras que se calcula de acuerdo con la relacion (a - 0,2) / 0,25. 

9- Camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 1 caracterizada porque 
de las camaras TAFE fueron excluidas las zonas no utiles de electroforesis de tal forma 
que las paredes laterales que soportan el gel y los electrodos en las camaras TAFE tienen 
un area en centimetros cuadrados que se calcula a partir de 'd' segun la formula 
[2+1, 4*d] • [2+0,54*d] - 1,02 • [1+0,54*d] 2 donde los valores de las areas estan 
comprendidos entre 37,8 y 147,8 cm 2 

10- Camaras de electroforesis de acuerdo con ia reivindicacion No. 1 caracterizada 
porque en las camaras de tipo TAFE las ZUE se forman subdividiendo la camara en 
partes iguales en la direction de los electrodos de tal forma que los minigeles queden 
colocados secuencialmente uno al lado del otro. 



11- Camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 1 caracterizada 
porque las camaras TAFE pueden ser de tipo I o de tipo II. 
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12- Camaras de etectroforesis de acuerdo con las reivindicaciones No. 1 y 11 
caracterizada porque en ias camaras TAPE de tipo I ias ZUE estan coiocadas en una 
plataforma fija o desmontable unica que posee electrodos continuos y de largo L\ 



13- Camaras de electroforesis de acuerdo con las reivindicaciones No. 1, 11 y 12 
caracterizada porque en las camaras TAFE de tipo I los minigeles se colocan en un 
soporte unico en forma de marco o de manera independiente en cada una de las ZUE 
para lo cual la camara debe poseer en su centro piezas ranuradas lateralmente por donde 

10 se deslizan dichos minigeles. 

14- Camaras de electroforesis de acuerdo con las reivindicaciones No. 1 y 11 
caracterizada porque en las camaras TAFE de tipo II las ZUE se ubican en 
miniplataformas independientes fijas o desmontables que poseen electrodos y un minigel 

15 cada una, donde los arregios de electrodos estan fisicamente aislados unos de otros, 
pueden ser conectados entre si en paralelo y adquirir continuidad para que al energizarlos 
con una sola fuente de poder todas las muestras depositadas en todos los minigeles de 
todas las plataformas esten sometidas a ias mismas condiciones de electroforesis. 

20 15- Camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 1 caracterizada 
porque en las camaras TAFE se activan solamente el numero mfnimo de ZUE necesarias 
para contener todas las muestras que seran analizadas y las que no son empleadas se 
eliminan de la electroforesis mediante inactivacion y oclusion con piezas de la forma 
apropiada que estan compuestas por un material de alta constante dielectrica y donde el 

25 numero de ZUE activas puede variar desde 1 hasta el numero maximo de ZUE. 

16- Camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 1 caracterizada 
porque el numero de ZUE en las que se pueden subdividir las camaras TAFE esta 
comprendido entre 1 y 30. 



17- Camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 1 caracterizada 
porque las camaras TAFE pueden ser del tipo TAFE invertido en las que los catodos de 
las miniplataformas de electrodos se ubican en el fondo de la camara de electroforesis, 
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30 
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los anodos en su parte su a region de !os minigeles q^^^ontienen las muestras 

en la parte inferior de la camara, con lo que las muestras depositadas en los minigeles 
migran en el sentido contrario al de la fuerza de gravedad. 

5 18- Camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 1 caracterizada 
porque en las camaras TAFE se excluyen de la corrida electroforetica las ZNU, exclusion 
que se realiza ya sea mediante la oclusion de partes de la camara con materiales de 
constante dielectrica elevada, o construyendo las camaras con las paredes exteriores que 
no sostienen los electrodos situadas paralelamente y a una distancia no mayor de 2 
10 centimetros del piano imaginario que contiene al catodo de un campo electrico y al anodo 
del otro campo electrico. 

19. - Camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 1 caracterizada 
porque los electrodos que se mantienen fijos por la accion de un sistema de fijacion en las 

15 camaras de tipo CHEF y TAFE provienen del exterior de la camara, se energizan con una 
fuente externa de poder durante el proceso de electroforesis y se ponen en contacto con 
la soiucion tampon atravesando la luz de tapones elasticos que se insertan en orificios 
horadados en las bases de las camaras de tipo CHEF o en las paredes que sostienen al 
gel de las camaras de tipo TAFE, tapones que sirven para fijar dichos electrodos a la 

20 camara. 

20. - Camaras de electroforesis de acuerdo con las reivindicaciones No. 1 y 19 
caracterizada porque los tapones elasticos donde pasan los electrodos para comunicarse 
con el exterior pueden ser de silicona : goma u otro material elastico cualquiera. 

25 

21. - Camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 1 caracterizada 
porque las camaras de tipo TAFE poseen un sistema de tension de los electrodos que 
atraviesan las paredes de dicha camara el cual es colocado a la salida de cada electrodo 
de la camara y que consiste en: 

30 i) un vastago ranurado en su parte superior, vastago que gira y posee una muesca 
en forma de cintura, la que esta atravesada por un orificio, 
ii) orificio por donde se inserta el extremo de un electrodo y se dobla para que rodee 
la cintura del vastago, 
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iiiza definitivamente ai vastago erfWp 



iii) un prisionero que inmWfiiza definitivamente ai vastago eriWposicion deseada. 

22. - Accesorios para camaras de eiectroforesis de campos pulsantes caracterizados por 
estar compuestos por: 

5 i) un sistema desarmable para limitar la formacion de turbulencias en la solucion 
tampon, 

ii) un sistema desarmable para formar geles de eiectroforesis de caras planas sin 
irregularidades ni meniscos entre los pocillos donde seran colocados ios bloques 
de muestras, pocillos que son impresos en el gel por piezas en forma de peine, 

10 donde cada una tiene varios dientes iguales, existiendo varios juegos de peines 

que difieren entre s\ en los anchos y espesores de sus dientes, 

iii) un sistema desarmable para formar bloques de muestras de dimensiones 
homogeneas y similares a las de los pocillos del gel donde seran depositados, el 
cual posee varios formadores diferentes. 

15 

23. - Accesorios para camaras de eiectroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 22 
caracterizados porque en las camaras de tipo CHEF el sistema desarmable para limitar la 
formacion de turbulencias en la solucion tampon posee dos tipos de laminas 
rectangulares, tipo A y tipo B hechas de un material de elevada constante dielectrica y 

20 que son del ancho del interior de la camara, siendo las de tipo A de al menos 2 cm de 
aitura y las de tipo B de 0,5 cm de altura. 

24. - Accesorios para camaras de eiectroforesis de acuerdo con las reivindicaciones No. 
22 y 23 caracterizados porque las laminas de tipo A se encuentran despegadas de la 

25 base de la camara a una distancia entre 0.02 y 0,05 cm y sobresalen de la solucion 
tampon que se deposita en la camara de tal forma que al recircular el tampon por el 
interior de la camara este fluye solamente entre las laminas de tipo A y la base de la 
camara. 



30 25.- Accesorios para camaras de eiectroforesis de acuerdo con las reivindicaciones No. 
22 y 23 caracterizados porque las laminas de tipo B estan pegadas a la base de la 
camara y sumergidas totalmente en la solucion tampon de tal forma que al recircular el 
tampon en la camara este fluye solamente por encima de las laminas de tipo B. 
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26.- Accesorios para camaras de electroforesis de acuerdo con las reivindicaciones No. 
22 y 23 caracterizados porque ambos tipos de laminas se ubican en la entrada y en la 
salida de la solucion tampon de la camara, desde la pared de entrada o de salida de las 
5 mangueras hacia el interior de la camara de electroforesis en el siguiente orden: lamina 
de tipo A despues lamina de tipo B, repitiendo ! n' veces ese par de laminas, donde l ri es 
un valor entero entre 1 y 4 y quedando la ultima lamina aproximadamente a 1 cm de los 
electrodos y siendo dicha ultima lamina de tipo A. 

10 27.- Accesorios para camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 22 
caracterizados porque para camaras de tipo TAFE los accesorios para limitar la formacion 
de turbulacias de la solucion tampon estan conformados por dos laminas hechas de un 
material de elevada constante dielectrica iguales entre si y del mismo tamano de las 
paredes de la camara, ubicadas en paralelo al piano que contiene a los electrodos de un 

15 mismo lado y que poseen una ranura horizontal en su tercio inferior, siendo el largo de la 
ranura igual al ancho de la camara y de hasta 0,5 cm de altura. 

28. - Accesorios para camaras de electroforesis de acuerdo con las reivindicaciones No. 
22 y 27 caracterizados porque las laminas para limitar la formacion de turbulencia en las 

20 camaras TAFE se ubican una de ellas en la entrada de la solucion tampon y la otra en la 
salida de dicha solucion, dividiendo la camara en tres compartimentos: uno central que 
contiene a las ZUE, y otros dos laterales por los que entra o sale el tampon. 

29. - Accesorios para camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 22 
25 caracterizados porque el sistema desarmable para formar geles de caras planas esta 

formado por; 

i) una base plana, 

ii) dos marcos de 0,35 a 0,5 cm de espesor, donde uno de ellos posee una cavidad 



30 



de forma rectangular y el otro una cavidad cuadrada y ambos poseen dos muescas 
para colocar un peine de dientes largos, y donde el espesor de los marcos y las 
dimensiones internas de las cavidades determinan el ancho 'a\ la longitud y el 
espesor del gel que se va a utilizer como matriz de soporte en ia electroforesis en 
las camaras CHEF o TAFE, 
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iii) un peine de dientes^ffgos donde las dimensiones de los dientes determinan las 
dimensiones de los pocillos donde se depositan los bloques de muestras, 

iv) dos tapas, una tapa 1 que encaja en la parte delantera del peine y una tapa 2 que 
encaja en la parte trasera del peine, 

5 v) un segundo peine similar al anterior pero de dientes cortos para empujar y alinear 
los bloques de muestras que se depositaron en los pociilos del gel. 

30.- Accesorios para camaras de electroforesis de acuerdo con las reivindicaciones No. 
22 y 29 caracterizados porque el peine de dientes largos en su parte anterior es iiso 
10 mientras que en su parte posterior y por encima de los dientes esta engrosado 
formandose un escalon, siendo dichos dientes iguales y cuyas dimensiones son: espesor 
entre 0,03 y 0,1 cm, ancho entre 0,15 cm y el ancho del gel menos 0,3 cm, y longitud igual 
al espesor del gel menos 0,1 cm. 

15 31- Accesorios para camaras de electroforesis de acuerdo con las reivindicaciones No. 
22 y 29 caracterizados porque el peine de dientes cortos posee la misma forma y 
dimensiones que el de dientes largos excepto que la longitud de los dientes es 0,2 cm 
menor. 

20 32.- Accesorios para camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 2S 
caracterizados porque la tapa 2 o tapa que encaja en la parte trasera del peine posee dos 
caras planas y en uno de sus bordes tiene un reborde saliente y la tapa 1 o tapa que 
encaja en la parte delantera del peine tiene una cara plana y ia otra tambien plana pero 
rebajada en forma de cuna en uno de sus extremos. 



33.- Accesorios para camaras de electroforesis de acuerdo con la reivindicacion No. 22 
caracterizados porque el sistema desarmable para formar bloques de muestras de 
dimensiones homogeneas y simiiares a las de los pocillos del gel donde seran 
depositados consta de: 



25 



30 i) 



varios formadores de bloques de muestras que consisten cada uno en una iamina 
plana de un material impermeable con espesor mayor de 0,5 cm la que posee 
multiples ranuras paralelas a todo su largo : donde el ancho de cada ranura es de 
0,2 cm, su profundidad es del espesor de los dientes de un juego de peines dado : 
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re 0,03 y 0,1 cm, existiendo formadores para todos Ios 

posibles espesores de Ios dientes de todos Ios peines de dientes largos que 

pueden empiearse para imprimir ios pociitos en el gel, 

ii) otra lamina plana y rigida de material impermeable de ai menos 0,1 cm de espesor 
5 que actua como tapa de Ios formadores de bloques de muestras,, 

iii) varios cortadores de bloques de muestras, donde cada uno es una barra tan o mas 
larga que las ranuras del formador de bloques de muestras y posee patas en sus 
extremos lo que le confiere la forma de una f LT invertida, cortadores que tienen en 
su parte inferior varias protuberancias en forma de cuchillas que son transversales 

10 a su longitud mayor y cuyo borde afilado sobresale mas de 0,1 cm hacia abajo y 

posee una longitud de 0,2 cm, estando las protuberancias o cuchillas de cada 
cortador separadas una distancia especifica que puede ser entre 0,15 cm y el 
ancho del gel menos 0,3 cm. 



15 34.- Procedimientos para el empleo de las camaras y accesorios de electroforesis de 
campos pulsantes para la separacion de moleculas de ADN donde las camaras se 
conectan a traves de mangueras con un sistema que recircula la solucion tampon entre un 
intercambiador de calor externo y dichas camaras, y se emplea un sistema para energizar 
Ios electrodos en las camaras y alternar la direccion de aplicacion de Ios campos 

20 electricos, caracterizado porque dicho metodo de empleo incluye: 

I. un metodo de empleo del sistema desarmable para preparar bloques de muestras 
de dimensiones homogeneas y similares a las de Ios pociilos del gel donde seran 
depositados, 

II. un metodo de empleo del sistema desarmabie para formar geles de caras planas, 
25 III. un metodo de empleo de las camaras y accesorios para llevar a cabo el proceso de 

electroforesis, 

IV. un metodo de tensar Ios electrodos en las camaras de tipo TAFE. 



35.- Metodo de empleo de acuerdo con ia reivindicacion No. 34 caracterizado porque para 
30 utilizar el sistema desarmable para preparar bloques de muestras de dimensiones 
homogeneas y similares a las de Ios pociilos del gel donde seran depositados, se realizan 
Ios siguiente pasos: 
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i) se prepara una suspension de celuias en gei de agarosa que se mantiene a 4b°C y 
se ambienta el formador de bloques de muestras y su tapa a 45°C, 

ii) se vierte dicha suspension en las ranuras del formador de bloques de muestras, 

iii) se cubre el formador de bloques de muestras con su tapa y se coloca a 
5 temperatura ambiente o en frio, 

iv) se espera a que solidifique la suspension de celuias en gel de agarosa, 

v) una vez solidificado el gel se coloca el cortador de bloques de muestras a lo largo 
de la primera ranura, con sus cuchillas hacia abajo y con los bordes afilados 
transversales a la dimension mayor de la ranura, 

10 vi) se presiona hacia abajo el cortador de bloques de muestras y luego se retira, 

vii) se inclina el formador de bloques de muestras y se empujan los bloques de 
muestras hacia el interior de un recipiente que contiene una solucion para su 
tratamiento, 

viii) se repite el proceso con las tiras de agarosa que solidificaron en todas las ranuras 
1 5 del formador de bloques de muestras. 

36.- Metodo de empleo de acuerdo con la reivindicacion No. 34 caracterizado porque para 
utilizar el sistema desarmable para formar geles de caras planas se llevan a cabo los 
siguientes pasos: 
20 i) se coloca el marco sobre la base plana, 

ii) se encajan las patas del peine de dientes largos en las muescas que posee el 
marco en su perimetro exterior, quedando los dientes separados 0,1 cm de la 
superficie superior de la base plana, 

iii) la tapa 1 o tapa que encaja en la parte delantera del peine, se coloca sobre el 
25 marco y por delante del peine de dientes largos, con la cara plana volteada hacia 

el marco, la cara rebajada hacia arriba y la rebaja en forma de cuna pegada al 
peine de dientes largos, 

iv) el sistema ensamblado hasta el paso iii) se inmoviliza apretando contra el marco 
hasta que la cavidad que se forma entre ellos quede sellada excepto en su parte 

30 superior por detras del peine de dientes largos, 

v) el gel fundido a una temperatura entre 65 y 70°C se vierte por detras del peine de 
dientes largos hasta llenar la cavidad que se forma entre el marco y la base plana y 
la tapa 1 o tapa que encaja en la parte delantera del peine 
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, caja en la parte trasera del peine se coloca sobre el marco, 

por detras del peine de dientes largos, introduciendo el reborde saliente en el 

escalon del peine de dientes largos, con io que se evacua el gel fundido sobrante, 

se inmoviliza y se deja el sistema en reposo hasta que dicho gel solidifique, 

vii) se retira el peine de dientes largos con lo cual quedan impresos los pocilios del 
ancho y espesor deseados, 

viii) se colocan los bloques de muestras sobre la rebaja en forma de cuna de la tapa 1 , 
y se hacen resbalar hacia los pocilios, empujandolos con un aplicador cualquiera, 

ix) una vez colocados dentro de los pocilios del gel, dichos bloques de muestras se 
empujan hacia el fondo de dichos pocilios con la ayuda del peine de dientes cortos, 
lo cual se hace encajando sus patas en las muescas que posee el marco en su 
perimetro exterior, 

x) se retira la tapa 1, o tapa que encaja en la parte delantera del peine, la tapa 2, o 
tapa que encaja en la parte trasera del peine y e! marco. 

37. - Metodo de empleo de acuerdo con la reivindicacion No. 34 caracterizado porque para 
llevar a cabo el proceso de electroforesis a un numero 'x ; de muestras, si la camara posee 
multiples ZUE, es necesario realizar los siguientes pasos: 

i) se define el numero minimo de ZUE que es capaz de contener las f x : muestras, 

ii) se ocluyen en la camara las ZUE que no seran utilizadas empleando piezas de 
un material de alta constante dielectrica y de la forma apropiada, 

iii) en las camaras TAFE tipo II se conectan en paralelo los electrodos de las ZUE 
que seran utilizadas. 

38. - Metodo de empleo de acuerdo con la reivindicacion No. 34 caracterizado porque para 
llevar a cabo el proceso de electroforesis, una vez preparado el minigel o los minigeies de 
caras planas con las dimensiones deseadas, es necesario realizar los siguientes pasos: 

i) se conecta la camara a los dispositivos de alternar los campos electricos y 
energizar los electrodos, 

ii) se iiena la camara con solucion tampon T3E 0.5X (TBE IX: Tris 89 mM, Acidc 
borico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,3), 

iii) se conecta la camara al intercambiador extemo de calor, 
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iv) se verifies que el sistema limitador de turbulencias este correctamente ubicado y se 
recircula la solucion tampon hasta que se alcance la temperatura deseada en la 
camara, 

v) se detiene temporalmente la recirculacion, para la colocacion del minigel o de los 
minigeles restaurandose posteriormente la recirculacion del tampon, 

vi) se calcula el tiempo de electroforesis que separara a las moleculas de ADN, 

vii) se energiza el sistema y se realiza la electroforesis de las moleculas de ADN sobre 
el gel de caras planas, llevando a cabo la recirculacion de la solucion tampon a alto 
flujo. 



39.- Metodo de empleo de acuerdo con las reivindicaciones No. 34 y 38 caracterizado 
porque al ser llenadas las camaras con solucion tampon para realizar la electroforesis, si 
las camaras son de tipo CHEF necesitan que la aitura del tampon sea al menos 0,3 cm 
mayor que el grosor del gel, lo que se logra con volumenes que dependen de la 
15 separacion 'd' entre los electrodos de polaridades opuestas segun la formula 
{[2 + (d / cos(30°))] • [6 + d]} • (0,3 + grosor dei gel), estando esos valores comprendidos 
entre 72,3 y 323,3 ml de solucion tampon para geles de 0,35 y 0,5 cm de grosor 
respectivamente. 



20 40.- Metodo de empleo de acuerdo con las reivindicaciones No. 34 y 38 caracterizado 
porque al ser llenadas las camaras con solucion tampon para realizar la electroforesis, si 
las camaras son de tipo TAFE necesitan que la aitura del tampon sea al menos 0,3 cm 
por encima dei gel, lo que se logra con volumenes que dependen de la separacion 'd 5 
entre los electrodos de polaridades opuestas y del numero de ZUE activas 

25 ('NZUEactivas') en la camara y se caicuian segun la formula 
[(2+1 ! 4*d)#(2+0,54*dH,02*(1+0 } 54*d) 2 ]*L*NZUE ac t l vas/NZUE tota i ) estando esos valores 
comprendidos entre 63,2 y 7390 ml. 



41.- Metodo de empleo de acuerdo con las reivindicaciones No. 34 y 38 caracterizado 
30 porque en las camaras CHEF y TAFE, que poseen activadas una ZUE unica, se pueden 
aplicar campos electricos de hasta 16 y 25 V/cm respectivamente, empleando fuentes de 
poder cuya salida de potencia maxima puede ser menor de 300 watt, siempre que el 
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tampon se equilibre a una temperatura constante que puecie estar en ei rango de 4 a 



30°C. 

42,- Metodo de empleo de acuerdo con las reivindicaciones No. 34, 37 y 38 caracterizado 
5 porque en las camaras TAFE, en las que se activan dos o mas ZUE, se pueden aplicar 
campos electricos maximos entre 8 y 25 V/cm en dependencia del numero de ZUE 
activadas, siempre que ei tampon se equilibre a una temperatura constante que puede 
estar en el rango de 4 a 30°C. 

10 43.- Metodo de empleo de acuerdo con las reivindicaciones No. 34 y 38 caracterizado 
porque el tiempo de electroforesis en los equipos CHEF se calcula segun la formula 
[(D/m>2«tp], conociendo la distancia 'm J que migra una moiecula lineal de ADN en cada 
pulso de duracion 'tp\ a partir de suministrarle el valor de la distancia D' en centimetres 
q ue se desea que la moiecula mas pequena migre en el gel, donde el valor preferente de 

15 f D' es la distancia entre el origen de migration y ei borde inferior del gel menos 0,1 6 0,2 
cm, tamano de gel que se calcula a partir de la distancia 'd f entre electrodos de polaridad 
opuesta y donde los tiempos de electroforesis empleados para separar moleculas de ADN 
de hasta 2 Mb en agarosa al 1,5 % y con tampon TBE 0,5X a 30°C estan comprendidos 
entre 1,5 horas y 9 horas para 16 y 5,8 V/cm, respectivamente, mientras que si el tampon 

20 se utiliza a 10°C ellos estan entre 2,5 y 14,5 horas para 16 y 5,8 V/cm, respectivamente. 



44.- Metodo de empleo de acuerdo con la revindication No. 34 caracterizado porque para 
tensar adicionalmente los electrodos en las camaras de tipo TAFE es necesario llevar a 
cabo los siguientes pasos: 
25 i) aflojar el prisionero que inmoviiiza al vastago en el cual esta insertado el electrodo, 

ii) hacer girar el vastago ei angulo requerido para que queden tensos dichos 
electrodos, 

iii) apretar el prisionero para inmovilizar al vastago en su position final y mantener 
tenso el electrodo. 
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Fig. 2 




Fig. 4 



WO 01/94932 PCT/CU01/00003 



5/18 v 



0 "t ' . , 7 ? 




WO 01/94932 PCT/CLO 1/00003 



10/070878 

6/18 




Fig. 6 



WO 01/94932 



8/18 



PCT/CUO 1/00003 

1 . 




WO 01/94932 



9/18 



PCT/CU01/00003 

10/070d/8 




WO 01/94932 



PCT/CU01/00003 




Fig. 10 




Fig. 11 
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Fig. 12 



WO 01/94932 



PCT/CUO 1/00003 



13/18 






Fig. 14 



WO 01/94932 ^ ^^PCT/CUO 1/00003 

i • 0 .08 ( \ 

15/18 
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